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Prodn. of purified antigens from non-A, non-B (NANB) hepatitis 
virus comprises first ultracentrifuging appropriate sera or liver 
extracts to concentrate the virus in the pellet. This is incubated for 
1-24 hr. at 0-37 deg.C with a nonionic detergent, then a fraction 
contg. purified NANBc antigen isolated. Opt. this fraction is further 
incubated for 1-24 hr. at 0-37 deg.C with an ionic detergent to isolate 
NANBe antigen. 

Two other purification procedures are claimed. (A) any virus 
particles are eliminated from an appropriate serum sample (pref . by 
ultracentrifuging), then gamma -globulino removed, the antigen cone, 
(pref. by pptn.) and then chromatography on a support to which heparin 
is bonded. Elution is with aq. NaCl soln. of increasing concn. and 
salts are removed conventionally from the eluate. These antigens, and 
their associated antibodies, are used in diagnosis of NANB viral 
hepatitis and for monitoring the progress of the disease. 
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Description 

La presente Irrvention a pour objet un procede de preparation d'ant!g§nes de I'hepatite virale NANB, 
et {'application de ces antig^nes k la riaiisation d*un reactif permettant le diagnostic et le pronostic des 
infections, symptomatlques ou non. provoquees par les virus des hepatites virales. 

Dans ce qui suit on utilisera les abreviatiorts sutvantes : 

— Ag signifie : antig^ne 
5 — Ac signifie : anticorps 

— HB signifie : hepatite B 

VHB signifie : virus de I'hepatite B 

— NANB signifie : non-A non-B 

— IgM signifie : immuno-globulines M 
10 — IgG signifie : immuno-giobutines G 

— ID signifie : immunodiffusion 

— CEP signifie : contre-electrophorfese 

— DRi signifie : dosage radio-tmmunologique 

— EUSA designs un test Immunoenzymatique (Enzyme linlced immunosorbent assay) 
IS — WH : hepatite de la marmotte. 

Trois syst^e Ag-Ac ont ete decouverts en reiatlon avec le virus de i'hepatite NANB. 
On sait que deux virus responsables de I'hepatite virale humaine ont ete identifies, le virus A et le 
virus B. 

I'hepatite k virus A, volontiers epidemique, d'Incubation courts (environ 30 jours) est transmise par 
20 voie « fScale-orale * et pratiquement jamais par transfusion. 

L'hepatite due au virus B au contraire est observee volontlera mals non exciusivement chez les 
patients ayant subi des transfusions sanguines. 

D'autres h6patites qui sont egalement precisement mals non exciusivement associees a la 
transfusion sanguine, ce qui iliustre bien leur nature virale transmissible, ne sont dues ni au virus A ni au 
25 virus B (voir par exempie S. M. FEINSTONE et al., The New England Journal of Medicine. 10 Avril 1975. 
pages 707-710). Dans tous les pays, y compris ia France, ces hepatites sont frequentes et souvent 
asymptomatiques. 

Ijeur incubation est variable* de 2 a 20 semaines, avec une frequence maximaie de 6 a 14 semaines. 
Leur aspect ctinique ne permet pas de les distinguer des autres hepatites virales. toxiques ou 
30 m^dicamenteuses. Leur tendance k dvoluer vers la chronicit6 est redoutable. Leur 6plddmiologie est 
voisine de celie des hepatites B.-On les designs par te terme « hepatite non-A non-B » (ou NANB). 

11 existe une infectiosite prolongee du sang traduisant un partage chronique du virus avec une 
vir§mie persistante qui peut dtre compl^tement latente. 3% au moins des donneura de sang benevoles et 
jusqu'a 30 % des donneurs payee aux U.SA paraissent ainsi infectes k leur insu et sont susceptibles de 
35 transmettre i'hepatite par la transfusion. 

Malgre I'importance de ce probl^me on ne disposait jusqu'& present d'aucune methode. en dahora de 
la transmission au chlmpanz§ permettant de diagnostiquer qu'une hepatite etait due k un virus non-A 
non-B ou qu'un donneur de sang pouvatt dt're infectieux et transmettre la maladle au receveur de son 
sang ou des produtts qui en sont derive. Les tests de dysfonctionnement h§patlque les plus sensibles 
40 tels que Tet^ation des transaminase SGFT ne sont susceptibles de reconnartre que 50% de ces 
donneurs de sang infectieux. De plus is test des transaminases n'est pas sp^ifique car leur taux eievd est 
observe dans d'autres circonstance pathoiogiques hepatlques (lithiase biliaire. alcoolisme, etc.) n'ayant 
rien k voir avec I'hepatite viraie NANB. 

En 1978 SHIRACHI decrivit pour la premiere fois la detection en ID d'un Ag s6rique pr^umk associe 
45 aux hepatites NANB. Le test en ID decrit ne paraissait cependant pas strictement sp§ciflque des hdpatites 
NANB putsqu'il se retrouvait positif dans 10 % des hepatites B. Au cours du symposium international, tenu 
en Juin 1980 k Vienne, consacrd aux hepatites NANB plusieurs tests d'lD decrits par dhrere auteura y 
compris SHIRACHI se sont averts non reproductlbles et non specifiques pulsqu'ils ont conduit k 
consid^rer comme positif un serum tdmoin (voir aussi SUH, Lxuicet 1:178-180, 1981). Le reactif de 
50 I'invention permet d'^viter ces inconvdnients. 

Les tests ou dosages radio-lmmunologique decrits par d'autres auteurs se sont egaiement av6r6s 
non sp6cifiques ; voir NEURATH, Joumai Gen. ViroU 48 286-295 (1980), On va d6crire cf-aprte les travaux 
qui ont conduit a la mise au point du reactif de I'invention. 

En faisant r§aglr des serums de polytransfuses ou de convalescents d'hepatite NANB avec des 
55 scrums preiev^ k la phase precoce de la maladle. 11 a etd possible de mettre en Evidence, grkce k 
rimmuno-diffusion, des lignes de precipitation entre des serums de convalenscents ou de polytransfuses. 
et les s^mms d'hepatite NANB a la phase aigue. Ces tignes de precipitation identifiant des Ag nouveaux 
specifiques des hepatites NANB ont serv'i de marqueura pour I' identification du virus en cause. 

Les resultats de ces travaux ont permis d'identifier aInsi un virus responsabie d'hdpatites I^ANB 
60 presentant une similitude morphologique avec le virus de I'hepatite B, y compris des reactions 
serologiques croisees, 

* Les memes travaux ont permis d'identifier 2 systentes Ag/Ac associes k ce virus design^s antigSne 
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NANB/e et NANB/c par anafogle avec les antigenes homologues de Thepatfte B ; voir C. TREPO et al., C.R. 
Acad.^ Sc. Paris, t. 290, pages 343-346 (1980). 

L'Ag NANB/e r6agissart en iderrtite en ID avec un Ag present dans le 8§rum de reference de SHIRACHI 
MAfS/^®"*^ suppos6 analogue k cet Ag deslgne par cat auteur HC comma nous y reviendrons. Un Ag 
5 NANB/s caracteristlqu© de Cenveloppe du vims a ete egalement mis en evidence. 

On sait que (es hepatites virales ou non sort accompagnees d'une augmertatlon caracteristique du 
taux des transaminases TGO (transaminases glutamlque oxalacetlque) et TGP (transaminases glutami- 
que pyruvique). 

Cette augmentation plus ou moins importame des transaminases est le test admis par les sp6ciallstes 
10 pour diagnostiquer les hepatites, qu'elles soiert virales ou non. 

On ne consldfere comme hepatite virale NANB que les cas ou Ton peut dllmlner le r6le d'agents 
toxiques et m6dicamenteux ainsi que celui des virus HB et HA en constatant Tabsence des antigenes, 
et/ou d'artlcorps signant la presence de ces virus, selon les methodes connues d6crrtes par exemple 
dans les publications sulvantes : 
1$ — Organisatiort Mondiale de la Sante. Progres en matiero d'h6patlte virale. Ser. Rapp. Techn., 1977, 
^602, 1-68 ; A. J. Zuckermann, The Three types of human viral hepatitis. Bull. O.M.S., 1977, 56, 1-20 ; 
R. SOHIER, Diagnostic des maladies k virus, Flammarion, Medecine Sciences Edition, Paris, 1964. et 
mrses a Jour jusqu'4 1979. 

En outre, on a v6rifi6 que le vims EPSTEIN-BARR et le virus cytom§galique n'^talent pas en cause, 
a? Ces critdres repr§sentent la definition des hepatites NANB, qui se fait done, en I'absence de test 
diagnostic specrfique disponible actuellemert par exclusion des autres causes. 

On peut done selon ces criteres seiectionner le serum des sujets. symptomatiques ou non 
3oup5onnes d'dtre attaints d*hepatrte NANB. /km 

En proc^dart k des essais d'immuno-diffusion en milieu approprie ertre les semms ou entre ces 
25 serums et des homogeneisats de foie, on a observe des reactions de precipitation de complexes antigene- 
anticorps. Parfois, plus d'une ligne de precipitation etaient observees. U comparaison avec un 
echartillon authentique de I'antig^ne d6crit par SHIRACHI a permis d'etablir que la ligne de precipitation 
la plus frequerte en ID Initialement d6sign6e Ag NANB (Vitvitski et al., 1979 Lancet 2:1263-1267) 
presentalt une reaction d'identttd avec un Ag present dans i'echantillon de SHIRACHI. L'Ac correspon- 
3£> dam se trouvait present dans le reactif. D'autres molecules r^acthres parasites semblaiert cependant 
prfesentes dans cet Echartillon Ag et Ac, comme c'est souvert-Ie cas. ce qui explique la non sp6clficite 
des resultats de ces auteura presertes au symposium de Vienne. 

Par ailleura TAg NANB d6crtt est apparu avoir une reactivlte crolsee avec le systems HBe, et plus 
precisemert avec Ag HBe/3 et non avec les autres sp^iflches HBe/1 et 2 (Vitvitski et al., J. Virol. Methods, 
35 1:149-156, 1980). 

Cette demonstration faisait supposer que I'Ag NANB d^crtt dtait I'Equrvalert pour le virus NANB de 
I Ag HBe/3. Les proprietes physico chimiques de TAg NANB (HANTZ et al., J. Med. Virology 5:73-86 (1980) 
et sa localisation dans le noyau des h6patocytes renforgaiert cette observation. 
^ ir'^iri^i*^ ® redesign^ NANBe, et on suppose que TAg decrit par SHIRACHI correspond k 

4a cet Ag NANBe, compte tenu de la reaction observee. 

En vue de I'idertification d'autres systemes Ag/Ac speclfiques les couples de s§rums donnart une 
douDte ligne de precipitation ort ete selectionnes. Une ligne de precipitation addltionnelie. distincte de 
celle de I Ag NANBfe, se trouvait reproductiblement situee, par rapport a celle-ci, du cote du pults oCi on 
avajt d§po5§ le s6rum k tester cortenart I'artigdne, la ligne de r Ag NANB/e se trouvant, elle, plus pres du 
45 pults cortenart le reactif artlcorps. ^ . h h u 

L'ultracertrlfugation des serums aInsI selectlonn§s a permis de retrouver dans les culots de 
certrrfugation, ractfvitd artlg^nique responsable de cette deuxleme ligne de precipitation alora que 
I acthflte artigenique NANB/e n'est pas retrouvee dans les culots aprfes ultracentrifugation et reste dans le 
sumageant 

50 Le nouvel artlgdne aInsi isol§ a. permis ensufte de seiectionner. par niaction d'immuno-diffuslon par 

exemple, des scrums cortenart I'artlcorps correspondant 

On sah que depuis I'examen syst^matique des serunts de donneura de sang, dans la plupart des pays, 

pour la presence d*artlg§nes du virus de I'hepatite B, plus de 80% des hepatites post-transfusionnelles 

observtes, sort des hepatites NANB. 
^ A le nouvel artigdne decouvert appele ci-apres Ag NANBs, est d^tectd dans les serums 

de 10 a 20% environ des patients souffrart d'hepatite post-transfuslonnelle, ainsi que chez des sujets 

asymptomatiques prfesentart une elsvatiorr de transaminases. TGP surtort, sup§rieure ou egale k deux 

fots la valeur nonmale. 

Les antlOTrps arti-NANBs (ou Ac arti-NANBs) sort detectes en proportion Importante, chez les 
60 convalescents, gendralemert 1 4 12 mois apres nonmalisation du taux des trarraaminases. Its sort 
egalemert tr^ frequents chez les sujets polytransfus6s ou exposes de par leur activity k des contacts 
repetes avec te virus. 

La suite des essais d6crits ckJessus permet de detector et d'isoler I'Ag NANBs et I'antlcorps 
correspondant m§me si on ne dispose pas d'un echartillon de reference. Une serle de travaux permis de 
65 demortrer que TAg NANBs est un Ag d*enveloppe du virus NANB. 
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Des recherches supplementaires ont encore permls ta decouverte d'un autre antig^ne. associe a la 
nucleocapslde du virus NANB. deslgn6 Ag NANBc (antig^ne de « core »), qui sera decrit davantage ci- 
apr^. 

L'int§r§t propre des 3 systfemes Ag-Ac def inis ci-dessus pour ta prevention, le pronostic, le diagnostic 
5 et le trattement des hepatites NANB est variable, les 3 reactions $e compldtant 

Ainsi, il existe pour le virus NANB comme pour le VHB 3 systdmes Ag/Ac distincts associes au virus : 

1) Un Ag de surface ou Ag NANBs forme done I'enveioppe du virus complet et se trouve synthetise 
egalement en exces sous forme de petites particutes tr^ variables en taiile dans le serum. Lors de 

10 rinfection, cet Ag est produit par le cytoplasms des hepatocytes infect^s et Egalement exprimd sur la 
membrane de la cellule. 

Les Ac antl-NANBs sont les Ac qui agglutinent ces particuies virales synthetisees en exces ainsi que 
le virus complet Ce sont done les Ac protecteurs. Leur prfeence chez un individu le prot^e centre 
rinfection comme cela a etd montre par I'administration des gammaglobulines de convalencents. 

15 Les Ag NANBs peuvent servir de marqueur de i'infection et permettre de faire le diagnostic d'une 
viremie NANB. N^anmoins la presence fr^quente d'Ag en quantite faibie. ou I'association de cet Ag et 
d'Ac sous fonme d'immuns complexes explique que, bien souvent II sott difficile de mettre en Evidence 
par des techniques peu sensibles I'Ag NANBs. La realisation d'un test radloimmunologique ou 
immunoenzymatique ou d'un test d'h^magglutfnatlon permet grice au gain de sensibilite de d§tecter 

20 plus facilement les porteurs de virus par mise en evidence de faibles quantit6s d'Ag NANBs. 

2) Le systdme antigenique NANBc correspond a la nucleocapstde du virus NANB complet qui, dans 
le serum, est enveloppe. L'Ag NANBc n'est done pas libre dans le serum. On ne le revele qu'apr^s 
purification des virions et eclatement de I'enveloppe par des detergents doux (par exemple ceux d^lgnes 

2S par les marques commerciales Tween 80 ou Triton X100). L'Ag NANBc est synthetise dans le noyau des 
hepatocytes infectes ou II est facilement mis en Evidence par Immunofluorescence et egalement en 
microscopie electronlque, ou on peut detector des particuies caracteristiques qui ont i*aspect uitrastruc- 
tural des nuci^ocapsides en vole de formation dans les noyaux. L'absence d'Ag NANBc libra dans le 
serum (puisque les nucleocapsides sont enveloppees) ainsi que la multiplication des capsides NANBc 

30 dans le noyau des cellule infect^ et leur liberation Ions de la destruction de celles-cl, realisant une 
stimulation permanente, aboutit k ta presence dans le s6rum d'anticorps anti*NANBc dds le d6but de 
rinfection : ces anticorps anti-NANBc qui sont ddtectables par immunofluorescence indirecte male aussi 
par d'autres tests (contreSlectrophortea ou dosage radloimmunologique ou EUSA), tdmoignent d'une 
infection en cours d'dvolution. Si les anticorps anti-NANBc contiennent des anticorps de la classe IgM, il 

35 s'agit d'une infection en cours ou qui date de moins de 8 sematnes, done qui est toujours actueiie. S'il n'y 
a que de« anticorps anti-NANBc de ta classe IgG, ceci tradult une Infection passee, avec arrdt de la 
multiplication du virus depuis un temps variable. 

L'inter§t essential du systems Ag/Ac NANBc est done le diagnostic des infections k virus NANB soft 
aigues soit chroniques et la posslbllttd de distinguer les Infections actuelles des infections passees (selon 

40 la presence ou l'absence d'IgM). 

it faut insister sur rinter§t de ce systdme pour faire un reactif k visde dlagnostique. En effet dans les 
infections k virus NANB les Ag NAN Be et NANBs qui servent egalement au diagnostic peuvent etre 
masques sous forme d'immuns complexes k certains moments de revolution. Dans ces conditions, seul 
i'anticorps anti-NANBc permettra de pr§ctser qu'un sujet est infecte et/ou infectieux. Ce systdrhe sera trks 

45 important pour le diagnostic des porteurs de virus en particuller chez les donneurs de sang afin de 
reconnartre les donneurs Infectieux et exclure leur sang de la transfusion. 

On a egalement demontre qu'il existe des n§acttvites crois6es entrs les Ag NANBc des diverses 
souches de virus NANB otnenus k partir de foies infectes par ces diff§rentes souches. II est done 
interessant d'utlliser pour le reactif de Tinvention plusieurs arrtlgenes l^tANBc de ces differantes souches 

50 afin d'avoir le test le plus polyvalent possible en particuller pour fa detection des donneurs de sang 
dangereux, ces divers antigdnes NANBc etant de preference fixds sur (ou utilises avec) une mdme unite 
de reactif. De m§nrie on peut utiliser pour un meme reactif k la fote un Ag NANBc et un Ag HBc. 

11 a egalement ete decouvert qu'il y avait une faibie reactivity crolsee entre les Ag NANBc et HBa Dans 
certains cas. un serum faiblement positif en dosage radio-immunoiogique pour I'Ac anti-HBc reveie en 

55 fait une infection k virus NANB et vice versa. 

3) Le troisieme systeme d'Ag et d'Ac lie au virus NANB est le systems Ag/Ac NANBe. 

Ce systeme est celui qui a ete decouvert initialement et appele d'abord Ag tMANB avant d'dtrs 
redeslgne Ag NANBe. 

50 n ^rait susceptible de correspondre au'systdme decrit par SHIRACIHL Ce systeme antigenique a un 
irrteret diagnostique important car la detection de I'Ag NANBe ou de I'Ac correspondent permet 
d'identffier des porteurs de virus ou de reconnaHrs que le virus l^tANB est responsable d'une hepatite 
aigue ou chronique. 

l-es recherches du deposant ont montre que tant les sujets porteurs de I'Ag NANBe que ceux porteurs 
55 de I'Ac anti-NANBe semblent acttvement infectes par le virus, comme en temotgnent les tests 
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dimmunofluorescence et la microscopie electronique effectues sur des biopsies hepatiques. 

^ Un des int^rets de I'Ag isiANBe est qu'il apparait etre un Ag de groups commun k ptusieurs virus de la 
meme famille. L'Ag NANBe paraft etre TAg pour lequel il existe la reactivite croisee la plus importartte 
entre les divers virus de cette famille. Aussi, entre I'Ag e3 du VHB. I'Ag NANBe et aussi I'Ag e du virus de 
5 I'hepatite de la marmotte, la r6activite croisee est considerable. Get Ag/e se retrouve egalement chez 
d'autres especes comme Tecureuil souterrain, 

Uintdret essentlel de cet Ag-e est done qu'il apparart etre commun k toute une s^rie de virus 
hepatltiques de I'homme et des animaux, formant une nouvelle famille de virus que certains suggferent de 
designer HEPA-DNA virus. Ceia expiique 6galement que des infections par des souches de virus NANB 
10 distmctes du point de vue de leur immunite, en particulier chez !e chlmpanze donnent une reaction 
positive pour TAg NANBe, Ceci confere done k cet antlgfene une valeur diagnostique importante et 
compl^mentaire de celle des anti-NANBc. 

Une autre caracteristique importante de I'Ag NANBe est d'etre synthetlsd dans les infections NANB, 
en grand exces, souvent k un titre sup6rieur k I'Ag NANBs. ce qui penmet un gain de sensibilite. 
15 Comme indiqu6 precedemment. 11 existe une r6activft§ croisee d'intensite croissante lorsqu'on passe 
des Ag les plus superficiels ou de surface des virus de I'h6patite aux Ag de nucleocapside core ou « e ». 

Amsi les Ag NANBs et HBs n'ont que tr6s peu de reactiviti croisee exclusivement d6montrable par 
des tests tres sensibles, alors que les Ag NANBe et NANBe ont une r§aetivit6 croisee plus importante avec 
les Ag HBc et HBe/3 respectivement. 
20 Compte tenu du mode da realisation pratique des tests commerciaux des Ag du VHB actuellement 
sur le marchd la reactivity croisee n'est pas utilisable pour le diagnostic des hepatites NANB. 

Les 3 systemes Ag/Ac decrits ci-dessus peuvent servir de base k la realisation de tests diagnostlques 
pour les sujets infectes par le virus NANB, qu'lls soient symptomatiques ou non. Plusleuis types de 
reactifs ont et6 realises. Leurs interets sont distincts et souvent complementalres. 
25 II convient de noter que dans le cas des Infections NANB. les Ac naturals obtenus dans le serum des 
malades sont insuffismment specifiques et ne peuvent pas etre utilises tels quels pour construire des 
tests. Les Ac dont on a besoln pour les r6actifs de I'invention et leur utilisation ne peuvent etre obtenus 
qu'apres purification des Ag par exemple selon les proc6d6s qui seront decrits ci-apres. 

La presente invention a notamment pour objet un proc§de de preparation d'antig^nes purifies de 
30 I hepatite virale NANB, caract6rtsee par le fait que i'on selectionne des serums ou des extralts de fole dans 
lesquels on a reconnu la pr§sence de virus NANB, que Ton precede a une ultracentrifugation pour 
eoncentrer lesdits virus dans le culot de centrifugation, que I'on reeueiile ledlt culot et le traite par un 
detergent non ionique, que I'on laisse Incuber pendant 1 k 24 heures environ k temperature comprise 
entre 0 et 37«<:, que I'on precede k un fractlonnement et repkre les fractions contenant I'Ag NANBe 
35 purrfie, selon les techniques connues, notamment les techniques bashes sur la reaction antig^ne- 
anticorps, tsole les fractions contenant de I'Ag NANBe purifle. puis que. si desire, on soumet lesdites 
fractions k I'action d'un detergent ionique, laisse incuber pendant 1 heure a 24 heures environ k 
temperature de 0 d 37 <C et [sole I'Ag NANBe. 

M Pi^^ce de virus NANB, on utilise par exemple les methodes mentionn^ dans 

40 I article de C.R. Ac. Se. Paris, 1-289 (17 decembre 1979) pages 1263-1266, et notamment le reperage d'une 
activity ADN polymerase. 

Parmi les detergents non ioniques on eitera. notamment les aryl polyethers de glycol alkyles tels que 
le Triton XI 00, les polyoxyethyifene sorbitan monool6ates tels que le Tween 80. ou encore le NP 40. 
Parmi les detergents Ioniques on citera notamment les detergents anioniques tels que le SDS 

45 (dodecyi sulfate de sodium). 

Pour purifier I'Ag NANBe, selon un precede §galement objet de Tinvention, on peut aussi operer 
a)mme suit : on selectionne des serums positlfs pour I'Ag NANBe, on eiimine les partteutes virales 
eventuellement pr6sentes, par exemple par uttracentrffugation, on eiimlne les gammaglobulines selon les 
methodes connues, par exemple par precipitation au sulfate d'ammonlum, on concentre les fractions 

50 contenant I'Ag NANBe, notamment par precipitation, par exemple a I'aide de sulfate d'ammonlum ou de 
polyethyleneglyeol, puis on chromatographle les fractions coneentrees contenant I'Ag NANBe sur un 
support sur lequel est fbcee de Theparine, on eiue avec une solution aqueuse de chlorure de sodium de 
concentration croissante. reeueiile les eluats contenant I'Ag NANBe, et ellmine les sels selon les 
methodes usuelles. II convient de noter que ce precede est egalement utilisable pour purifier I'Ag NANBs, 

55 en seiectionnant comme produits de depart des serums positifs pour I'Ag NANBs. On peut chromatogra^ 
phier par exemple sur gel d'agarose sur lequel est fbcee de I'heparine (heparinogel, marque commerciale) 
et recueillir les eiuats correspondant a une concentration en CINa de 0,3 k 0.7 M. On eilmine les sels 
(principalement CINa) par exemple par dialyse. 

L'invention a egalement pour objet I'obtentlon d'antlgenes purifies NANB, mettant k profit 

60 i antigenierte croisee notable entre les virus NANB et HB. Ce precede est caiacterise par le fait que Ton 
hypenmmunise des animaux avec une fraction purifiee en un antigfene de rhepatlte B, que I'on utilise les 
gammaglobulines produites par les animaux hyperimmunises pour obtenir les lignes de precipitation 
avec des serums contenant un antigene NANB connespondant et exempts d'antigenes HB, et que I'on 
utilise les gammaglobulines ayant donne des lignes de precipitation pour realiser des supports de 

65 chromatographle d'affinlte qui permettront de fixer et purifier les antigenes NANB. 
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Dans le cas oCi on a hyperimmunise les animaux avec Ag HBc ou Ag HBe3. tes antlcorps obtenus sont 
directement utilisables en chromatographie d'affinitd pour fixer les antig^nes NAN6. 

Dans le cas ou Ton cherche k obtenir des antlcorps donnant une ligne de precipitation avec TAg 
NANBs, II est particuli§rement utile d'hyperimmuniser les animaux avec de I'Ag HBs possedant le 
5 determinant a, par exemple TAg HBs de sous-type Ad et/ou ay. On peut notamment hyperimmunlser les 
animaux h I'aide de Ag HBs ad, puis de Ag HBs ay (ou vice versa), afm d'augmenter la proportion 
d'anticorps contre le determinant a. On utilise tes gammaglobu lines des* animaux ainsi hyperimmunises 
pour obtenir des lignes de precipitation avec des Ag NANBs. On peut alors recueillir les lignes de 
precipitation obtenues et les administrer directement, apr&s melange avec un adjuvant, k des animaux du 
10 m§me genre, qui peuvent etre soit des animaux neufs, soit les animaux ayant produit les antlcorps 
donnant une ligne de precipitation avec les AG NANBs. 

De meme on peut proceder h une nouvelle hyperimmunisation avec les lignes de precipitation 
obtenues de fagon analogue avec I'Ag NANBe ou NANBc. 

La presente invention a egalement pour objet un reactif permettant le diagnostic de Thepatite virale 
15 NANB ou permettant de reveler le stade d'evolution de la maladie, y compris la guerison, caracterise par 
le fait qu'il comprend un support (ou substrat) sollde sur lequel est fixe au moins un antigdne NANBc, 
NANBe ou NANBs et/ou au moins un antlcorps anti-NANBc, anti-NANBe ou anti-NANBs. 

L'antigene ou I'anticorps peut etre fixe sur le support solide par tout moyen connu pour la fixation 
des antigenes et des anticorps, par exemple par adsorption, par liaison covalente ou non, par exemple 
2a par couplage chimique avec un agent de couplage bifonctionnel ou par afflnite immunochlmique. 

Le support peut etre realise avec tout materiau solide biologfque (globules rouges) ou synthetique 
doue de proprietes adsort>antes ou capable de fixer un agent de couplage. Ces materiaux sont connus et 
decrits dans la litterature. Parmi les materiaux solides capables de fixer tes Ag ou Ac par adsorption on 
citera par exempte le polystyrene, ie polypropylene ou les latex. Parmi les materiaux utilisables pour fixer 
^ les Ag ou les Ac par covalence k I'aide d'un agent de couplage, on cite notamment le dextran, la cellulose, 
leurs derives amines tels que diethylamino-celtutose ou diethylamino-dextran. 

Le support se presente par exemple sous forme de disque. de tulse, de baguette ou de biile. 
L^s agents de couplage pennnettant de fixer par covalence les Ag ou les Ac sur le support solide sont 
connus; ce sont par exemple des derives carboxyliques, des derives biofonctionnels tels que les 
30 dialdeiiydes (glutaraldehyde). des diisocyanates (toiuene-diisocyanate), des quinones (benzoqulnone). 
Les Ac ou 1^ Ag peuvent egalement §tre fixes sur des supports solides selon les methodes decrites par 
exemple dans les brevets frangais FR-B-2319 399, FR-B-2403556 et FR-B-2 403 098. 

Selon un mode de realisation preferet on utilise comme. support des billes ou des tubes de 
polystyrene. De telles billes ayant par exemple 1^5 mm de dfametre, peuvent etre obtenues dans le 
35 commerce, comme cela est Indique dans la partle experlmentale ci-apres. 

Selon un premier mode de realisation, le rdactif de i'invention contient de rantlcorps specifique fbce 
sur le support solide. 

L'anticorps est un anticorps specifique de TAg k detecter (antl-NANB/c, /e ou /s). 
Ce reactif permet notamment de detecter la presence de I'antigene correspondant, selon la methode 
40 dite « sandwich >, par mise en contact avec un serum k tester. Apres lavage pour eiiminer les molecules 
non fixees puis mise en contact utterieure avec une preparation du meme anticorps couple k un agent 
traceur (encore appeie anticorps conjugue), on lave pour eiiminer I'exces d'anticorps conjugue non fixe 
puis on examine si I'anticorps couple au traceur s'est fbce ou non sur le support C'est I'etape dite de 
revelation. 11 est ainsi possible de determiner si ie serum teste contenait i'antigene a detecter. En effet si 
45 I'anticorps couple e Tagsnt traceur ^ trouve fixe sur le support c'est que sur le support s'est forme ie 
complexe anticorps^ntigene-anticorps conjugue, et que I'antigene recherche etatt done present Dans la 
cas contraire, on peut conclure k {'absence de I'antigene recherche dans le serum teste. 

Ce riacttf permet egalement la detection des Ag conrespondants selon une methode dite de 
« competition ». Pour cela, on met en contact le reactif avec le serum k tester. Apres lavage pour eiiminer 
50 les molecules non fixees, on met en contact le reactif avec une preparation d'Ag couple k un traceur, I'Ag 
etant celui contre lequel est dirige I'Ac fixe au support On lava k nouveau puis on examine le reactif pour 
rechercher la presence ou I'absence de I'antigene conjugue. Si I'Ag conjugue s'est fbce sur le reactif* c'est 
que les sites anticorps etaient itbres et que le serum a tester ne contenait done pas d'Ag contre I'Ac fbce au 
support Si I'Ag conjugue ne se tixe pas ou ne se fbce qu'en fatble proportion, par exemple si la quantite 
55 fbcee est interieure de plus de 50 % e la quantite f bcee dans ie cas d'un serum temoin ne contenant pas I'Ag 
recherche, c'est que le serum etudie contenait le meme Ag que celui couple au traceur, et que le 
complexe Ac-Ag forme a masque tes sites anticorps et a empeche la fbcation de I'Ag conjugue sur I'Ac 
fbce au support 

Selon un deuxieme mode de realisation, le reactif de i'invention contient de i'antigene ftxe sur le 
^ support solide. L'antigene fbce au support est I'Ag NANB/c, /e, ou /s. 

Ce reactif permet de detecter la presence des anticorp>s correspondant k I'antigene fixe selon le 
principe de la methode « sandvyich » deje decrite ci-dessus. en rempla^ant bien entendu I'anticorps 
conjugue par un Ag couple k un traceur, cet Ag etant celui contre lequel est dirige I'Ac recherche. Selon 
que t'Ag conjugue s'est fixe ou non. on conclura k la presence ou k I'absence de I'Ac recherche. 
$5 Oe meme, le reactif de ce deuxieme mode de realisation peut servir k detecter la presence des 
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anticorps anti-NANBs, anti-NANBc ou antl-NANBe selon la methode de competition dej^ decrite, le 
conjugue etant cette fois I'anticorps correspondant coupid k un traceur. Selon que PAc conjugue se fixe 
ou ne se fixe qu'en faible proportion, on conclura k rabsence ou k la presence de I* Ac recherche. 
II convient d'Inslster sur le fait que les anticorps utilises pour la realisation ou rapplicatlon des 
5 reactifs de nnvention dolvent Stre des preparations d'anticorps speciflques otrtenus soit par hyperimmu- 
nisation selon les methodes connues a Taide d'antlg6nes hautement purifies sort par chromatographle 
d afffnite, soit par production d'Ac monoclonaux. On a en effet constat^ que. contrairement k ce qui 6tait 
observe pour I'HVB, les anticorps naturels preleves chez Thomme ne permettalent pas d'obtenir un reactif 
suffisamment sensible. 

10 Bien entendu, les divers Ag utilises pour la realisation de Tapplication des reactifs de I'lnvention sont 
n^cessalrement des Ag hautement purifies. 

Selon un mode de realisation particulier, J'Ag NANB du reactif destine k la recherche de Tanticorps 
correspondant peut etre fixe sur le support par rinterm§dlaire des anticorps du sdrum k tester, selon une 
m6thode« sandwich Inverse ». Dans ce cas on utilise k titre de prodult Interm^diaire le reactif constltue 

1$ par de Tanticorps antl-(gammaglobulines M ou Q humaines) flx§ sur le support Ce reactif intermediaire, 
mis en contact avec le s6rum k tester, fixe les gammaglobullnes M ou Q s§njm. 

Pour utiliser le reactif ainsi obtenu, on met en contact le support, revetu de gammaglobulines M ou G 
du s6rum a tester par I' intermedial re des anti-gammaglobu lines M ou G humaines, avec une preparation 
purifiee d'antigdne de Thepatite NANB. par exemple une preparation purifiee d'Ag NANBc. On met 

20 ensuite en contact le support avec une preparation d'anticorps correspondant audit antig6ne purifid. ledit 
anticorps 6tant coupl6 k un traceur. on obsewe ensuite par revelation selon les methodes usuelies si 
ranticorps couple au traceur s'est f bci sur le support S'll est fixe, c'est que le serum etudie contenait des 
anticorps contra ledit antlgene purifi6, et s'il n'est pas flx6, le serum etudie ne contenait pas ledit 
anticorps. II est en particulrer interessant d'utiliser le support interm6dlaire d^crlt cl-dessus contenant 

25 des anticorps contra les differentes classes M ou G d'Immunoglobullnes anti-IgM humaines ou antl-IgG 
humaines, ce qui permet de distinguer les differents stades d'evolution de la maladio, comme cela a et6 
indique cl-dessus. On peut §galement rechercher les anticorps NANB du serum a tester par addition d'Ag 
correspondant couple a un traceur. Si I'Ag conjugue se fixe, c'est que I'anticorps correspondant etait 
present dans le serum, 

30 De preference, I'incubation du reactif avec le serum a tester et avec les preparations d'Ag ou 
d'anticorps couple au traceur est effectuee de preference k pH alcalln (par exemple a pH de 7 a 9), en 
iaissant incuber pendant 1 k 48 heures, k temperature cpmprise entre 5 et 50°C environ. 

G6neralement la quantite d'antigSne ou d'anticorps fixee sur une unite de reactif (par exemple une 
bille de pwlystyrene) est la suivante : 
35 anticorps : de 1 6 20 p^, par exemple 10 pg environ ; 
antigene : de 0,1 k 10 >tg, par exemple 1 (jig environ. 
Le traceur est un traceur radioactif ou enzymalique. 

traceur peut etre un traceur radioactif obtenu par exemple par echange Isotopique avec un 
isotope radioactif tel que 1125. 
40 Le couplage des anticorps ou des antig^nes avec un agent traceur radioactif est connu en soi et peut 
etre realise par exemple selon la methode decrite par GREENWOOD. 

La radloactivfte eventuellement presente sur le reactif de I'lnvention apres realisation du test est 
evaiuee selon les methodes usuelies k I'alde d'un compteur approprie (compteur gamma, ou k 
scmtlllation). 

45 Le couplage des anticorps ou Ag avec un traceur enzymatlque est connu en sol et peut §tre realise 
par exemple selon une methode analogue k ceile decrite par NAKANE, Journal Histochemistry 
Cytochemistry, 22 : 1984-1991 (1974) qui consiste a fixer Tenzyme sur des molecules d'IgG supports de ta 
fonction Ac. L'enzyme est par exemple une peroxydase ou une phosphatase alcaline. L'activite 
enzymatlque eventuellement presente sur le reactif apres realisation d'un test peut etre determln6e selon 

50 les methodes connues avec un substrat approprie permettant par exemple une revelation par 
colorimetrfe, par fluorescence, par luminescence ou par potentiometrie. 

I. Reactifs utilisant le systdme Ag NANBs. 

55 1. interets: 

Cet Ag est specifique de I'enveloppe du virus NANB. Le virus NANB plus frequent est deslgne par 
NANB1. et la description qui suit conceme plus partlculierement ce virus, pour simpilfier. II est bien 
entendu que i'antigene de surface de tout virus apparente donnant une reaction d'Immunite croisee avec 
60 le virus NANB1 est egalement utilisabie. 

Cet Ag de surface apparait dans le serum des sujets infectes par le virus NANB 2^4 semaines apr^s 
une transfusion ou une piqure accidentelle. 11 precede reievation des trar^mlnases quand elle se produit 
de 1 a 8 semaines parfois plus. II peraiste pendant toute la duree de ieur elevation et souvent apres 
qu'elles soient revenues k ta normale. Sa presence est un signe de viremie NANB et done d'infectrvite. 
» Sa mise en evidence traduit done la presence du vims NANB dans le f oie et le serum, et I'infecthrite du 
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sang de la personne porteuse qui est done capable soit de transmettre une hepatite en donnant son sang, 
soit de la communlquer lors de ses contacts intlmes. 

Dans les hepatites chronlques, TAg NANBs est present de fagon persistants. 

Get Ag peut etre masqu^ dans certaines conditions sous forme de complexes antlgene-anticorps. et 
5 Ton peut dStecter les anticorps antt-NANBs chez certains sujets malades. Leur apparition est slgne 
d'amelioration clinique, mais peut §tre pas de ta^on immediate signs de guerison. 

Certains sujets peuvent etre porteurs de complexes Ag/Ac NANBs/anti-NANBs en exces d'Ac. qui 
seuls sont aiors detectes, Ces sujets sont toujours infectieux. 

L'Adminlstration d'Ag NANBs a des anlmaux y compris Tliomme, provoque cliez ceux-ci le 
10 developpement d*une reponse anticorps. Une telle administration permet soit d'obtenir des anticorps 
correspondents, soit de r6allser une vaccination centre I'hepatite NANB. 

2. Realisation d'un dosage Fadioimmunologique en phase sollde de type sandwich pour la d^ection 
de I'Ag NANBs. 
15 a) purification de I'Ag NANBs : 

On rappeife que I'Ag NANBs prssente les caracteristiques sutvantes : 

— Densite : entre 1,20 et 1,30 g/ml en solution de chlorure de cesium, et entre 1,15 et 1,25 g/ml en 
solution de saccharose ; 

— migration electrophor6tique dans la zone des a-^lobulines ; 

20 — 11 est assocle en particuller a des particules d'allure virales dont les plus caracteristiques ont des 
tallies variant de 10 a 45 nm de diametre, le virion complet apparaissant comma une sph§re a double 
enveloppe de 35 § 45 nm ; 

— iorsqu'il est admlnistr§ k un animal ayant un systeme immunitaire, 11 provoque la formation 
d'anticorps avec lesquels II donne une reaction de precipitation, ledit anticorps etant en outre capable 

25 d'agreger et/ou de precipiter lesdites particules virales comptdtes k double enveloppe contenant une 
nucleocapside, ayant des dimensions de 35-45 nm environ, ledit anticorps etant egalement capable de 
provoquer, iorsqu'il est couple avec un agent de fluorescence, une fluorescence cytoplasm ique et/ou 
membranaire dans des coupes de tissu de foie provenant de sujets attaints d'hdpatite NANB ; ledit 
anticorps n'etant capable nl d'agreger ou de precipiter les particules completes du virus de I'hepatite B, nl 

so de provoquer une fluorescence cytopiasmique et/ou membranaire dans des tissus de foie de sujets 
atteints d'hepatlte B. 

L'utillsatlon d'un echantillon d'anticorps anti-NANBs permet de selectionner facilement les serums 
contenant I'Ag NANBs, ceux-cl pouvant servir k leur tour k I'identlflcation des serums contenant I'Ac anti- 
NANBs. 

35 Pour purifier I'Ag NANBs, on selectlonne des scrums ou des plasmas dans lesquels ona repere, selon 
les methodes classiques telles que les reactions d'immunodtffusion, de contre-eiectrophorese, d'lnhlbi- 
tion de I'lmmunofluorescence, ou de radio-immunologle, la presence d'antigene NANBs, et on purtfle 
ledit antlgene selon les methodes classiques de purification des proteines. 

Cette purification peut etre effectuSe en utillsant par exemple au moins une des methodes suivantes : 

40 — chromatographie d'afflnitd, 

— ultracentrifugation, par exemple en gradient de saccharose ou de cesium ; 

— chromatographie sur gel, en particuller sur heparinogel ; 

— precipitation fractionnee k i'aide d'un agent precipitant tel que les polyois, par exemple le 
polyethyieneglycoi. ou tel que le sulfate d'ammonium, 

45 — ultrafiltration k I'aide d'une membrane dont la dimension des pores est telle qu'eile retient les 
molecules ayant un poids moiecutaire superieur k 30 000. 

L'antlgene NANBs etant parfols present sous forme d'immunocomplexes, il est alors avantageux de 
dissocier lesdits complexes soit avant I'operation de purification soit en puriflant dans des conditions 
assurant cette dissociation (par exemple k pH sufflsamment acide ou suff isamment alcalin). 

50 Pour purifier I'antigene par chromatographie d'affinite, on peut par exemple proceder ^ une 
chromatographie sur un support de preference poreux, dont ta surface est tapissee d'un revetement de 
molecules anticorps anti-NANBs reiiees au support par rintermediaire d'un agent de coupiage. Le 
support est par exemple constttue par du sepharose. L'agent de coupiage est par exemple un halogenure 
de cyanogene. On dispose i'immunoabsortaant dans une colonne, on applique k cette colonne une 

55 solution de Tantigene k purifier, on lave avec un tampon. On eiue ensuits I'antigene, un agent dtesociant 
la liaison antlgene-anticorps. par exemple avec une solution tampon a pH acide ou au contraire alcalin, 
car ces pH extremes entrainent une dissociation de la liaison entre Ag et Ac. On collecte des fractions 
dans lesqueiles on repere la presence de proteines par mesure de la densite optique k 280 nm, et la 
presence de I'antigene NANBs est detectee dans les fractions, par les reactions serologlques avec I'Ac 

60 antl-NANBs : CEP (contre-electrophorese), et/ou inhibition de I'lmmunoftuor^cence et de la radioim- 
munoprecipitation. 

Pour mettre en ceuvre une purification par uftracentrifugation, on prepare un gradient d'une solution 
d'un agent tel que le sucrose ou le chlorure de cesium, on depose la solution a purifier sur ledit gradient 
et i'on procede a une ultracentrffugation. On recueille tes fractions dans celles correspondant a une 
65 densite de 1,20 e 1,30 en CsCI et 1,15-1,25 en sucrose on retroove en serologie I'Ag NANBs. 
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Pour realiser une purification par chromatographie sur gel, on dispose dans une colonne un gel de 
materiau hydrophite poreux, on applique sur la colonne une fraction contenant Tantigene a purifier et Ton 
6lue I'antig^ne. On opere de preference en milieu alcalin. qui a un effet dissociant et qui permet done de 
recuperer TAg NANBs present sous forme d'immunocomplexes, 
5 On collecte des fractions dans (esquelles on rep^re la presence de proteines par mesure de la densite 
optique a 280 nm. L'antigdne NANBs est detecte dans ces fractions, par les reactions serologiques 
indiqu6es precedemment 

De pr^fdrence, pour mettre en ceuvre toutes les methodes de purification, on utilise comme produit 
de depart un s6rum ou un plasma ddfibrin^ et concentr§, par exemple de 2 d 10 fots. La concentration 
10 peut etre r§allsee par exemple par precipitation des proteines, notamment au polyethyleneglycol ou au 
sulfate d'ammonlum et redissolution dans une solution aqueuse tamponn^e. On determine de fa^on 
simple la quantite d'agent precipitant n§cessaire, par exemple sulfate d'ammonlum a 60%. 

Toutes les methodes rappelees ci-dessus pour la purification de TAg NANBs peuvent etre utilis6es 
egalement pour la purification des Ag NANBc et NANBe, avec les adaptations n6cessaires. 
15 b) preparation d'anticorps antl-NANBs. 

L'Ag purifi^ obtenu au paragraphe prec^ent sert k Immuniser des animaux qui penrtettent d'obtenir . 
des antlcorps antl-NANBs speclflques. 

Pour cela on adminlstra k un animal une preparation d'antigene NANBs puriflee telle que decrite ci- 
dessus en combinaison avec de Tadjuvant de FREUNO complet ou avec tout autre adjuvant On effectue 
20 au molns une administration et de preference plusleurs. Le sang de Tanimal est pr§leve au moment du 
taux optimum des Ac voulus, au t>out de 1 a 4 mols par exemple, et on pr6i5ve le sang dont on recueille le 
serum. On s'assure que ce s§rum ne contlent pas d'antlcorps anti-prot6ines humaines normales. En 
immunodiffusion le s6rum obtenu donnera une ligne de precipitation avec un serum d'origine humaine 
contenant de Tantigene NANBs. 
25 UAc antl-NANBs peut etre purlfle et isofe, selqn les methodes connues de purification et d'isolement 
des gammaglobulines telles que les fractionnements h I'dthanol au sulfate d'ammonlum ou au RivanoL . 

Les antlcorps NANBs contenus dans les gammaglobulines specifiques preparees, et dont la presence 
peut etre confirmee par les diff§rents tests d'Immuno-fluorescence, de CEP ou de DRI, sont capables 
d'agreger les particules virales NANB, y compris les virions complets associees k une actlvite ADN 
30 polymerase comme on peut le demontrer en faisant precipiter les virions complets marques par des 
nucleotides radioactifs. 

c) preparation du traceur. 
A partir des antlcorps antl-NANBs, ceux-ci sont couple soit avec un traceur radloactif . par exemple k 
I'iode 125 pour obtenlr un dosage radlolmmunologique, soit avec un traceur enzymatique, par exemple 
35 avec la peroxydase pour obtenir un test Immuno-enzymatique. 

Realisation du test 
Celui-ci est fait de manl^re analogue au test pour TAg NANBe. 

40 11. Realisation d'un test pour les Ac anti-NANBc. 

L'Ag NANBc peut etre purif le a partir du foie ou du serum. L'Ag NANBc purlfie va permettre de servlr 
de base k la realisation d'un test pour Tantl-NANBc par exe/nple par un DRI selon une m^thode de 
competition. Le test d'immunofluorescence indirecte en utilisant divers sut)strats provenant de divers 
45 malades et en testant des cas d'hepatite NANB de diverses origines a permis de montrer qu'il existe des 
variations d'Ag NANBc selon la souche du virus NANB en cause. 

Deux principaux types d'Ag NANBc ont pu etre k ce Jour Identifies, lis se comportent de manlere 
analogue et les methodes d'extractlon sont Identtques pour les 2 types principaux de virus NANB 
Identifies k ce jour, d^ignes par convention NANB1 et NANB2. 
so En immunofluorescence indirecte, utilisant comme substrat des coup^ de foies infectes par un virus 
NANB (par exemple par le virus NANB1 ou NANB2), on detecte chez une population normale de donneurs 
de sang environ 10% d'antlcorps antl-NANBcl et 5% d'anticorps anti-NANBc2. 

Avec la sensibifite du dosage radlo-immunologique pour 1^ anti-NANBc, on obtient un grand nombre 
de sujets sair^ chez qui on trouve des antlcorps anti-NANBcl ou 2 tradutsant qu'ils ont ete un moment 
55 donne de leur vie en contact avec ce virus et se sont Immunises sans faire de maladie. 

Au total une minorite de tous ces donneurs de sang, soit 2 a 4 %, presente des anomalies detectables 
de la btologle hepatique sous forme de transaminases et/ou gamma GT au-dessus de 2 fois la valeur-seuil 
de la normale. 

Les antlcorps anti-NANBc apparalssent k la phase algue de la maladie des le debut de la montee d^ 
60 transaminases (en meme temps qu'apparaft I'antlgene NANBe) et ite persistent pendant toute la duree de 
la maladie et aussi pendant la convalescence et.restent presents plusieurs annees apres la maladie. II 
n'est done pas douteux, vue la frequence des expositions au virus NANB au cours de la vie, qu'une 
proportion relativement importante de la population ait des anticon:^ 

iB titre des antlcorps est maximum a la phase algue de la maladie et si celle-cl guerit leur taux 
65 decroft. 
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Avec une methode peu sensible telle que rimmunofluorescence indirecte. on garde une bonne vaieur 
diagnostique, ta presence des anticorps antl-NANBc traduisant une maladie en cours d'evolutlon ou etant 
en train de s'amSliorer. 

GrSce h rimmunofluorescence Indirecte, on a retrouve pour les virus NANB ce qui est connu pour les 

5 autPBs virus c'est-a-dire que la classe d'Immunoglobullnes qui supporte I'activit^ anticorps au d^but de la 
maladie est representee par des immunoglobuiines IgM, puis iorsque la maladie s'arrete et que le virus 
n'est plus produit, les anticorps IgM sont remplaces par des anticorps excluslvement IgQ. 

La mtse en Evidence d'anticorps antl-NANBc de classe IgM prend done un Interet diagnostique 
essentlel pulsque ceux-cl vont traduire une infection en cours d'evolutlon. Si on se contente de 

10 rechercher les anti-NANBc IgM ceux-cl ne sont plus presents que chez a peu pres 4 a 5 % des donneurs de 
sang, Au cours des hdpatttes atgues, les antl-NANBc IgM ne persistent pas apr^ la normalisation des 
transaminases dans la majorite des cas. Au cours des hepatites chronlques par contre» Tantl-NANBc IgM 
persiste. t-a vaieur diagnostique est done considerable. 

On a egalement trouve une relation quantitative entre la presence d*anti-NANBc a un titre 4lev§ 

15 superieur h 200 en DRI et une infection aigue ou chronique toujours en evolution. En immunofluores- 
cence indirecte, mn trtre superieur ou egal au 40* tradult toujours que le virus se replique et done que le 
malade sera contagleux. En dosage radlo-immunologlque un titre superieur au 500* tradult la replication 
virale NANB actuelle ou persistante et s'accompagne toujours d'antl-NANBc tgM. 

Pour attelndre le but recherche dans le diagnostic qui est de d6montrer soit la presence du virus, 

20 c'est-£t-dire son rdle dans une hepatite aigue ou chronique et aussi d'autres syndromes comme nous 
ravons vu, solt rinfecth^it6 d'un sujet, en particuller celle d'un donneur de sang risquant de transmettre 
une hepatite NANB. on a deux possibllites : sort mettre en Evidence des anti-NANBc IgM, solt tttrer les 
antl-NANBc totaux detectes et admettre que tous les titres superieurs au 200* et en tous cas k partir du 
500* correspondent k une replication du virus NANB. 

25 L'objectif final etant d'avoir un test unique pour le reperage immedlat de tous les flacons de sang 
potentiellement Infectieux, on peut r^allser un test ou sur un support sollde seront fix6s d'une part TAg 
HBc permettant de ddtecter des anti-HBc et ainsi des sujets infectieux pour le virus HB et d'autre part des 
Ag NANBc 1 et 2 pour rep6rer les 2 principales classes de virus NANBc. La quantite de traceur anti-NANBc 
est calculi pour obtenir la sensibllrte voulue correspondant au seuil recherche. On a ainsi un test 

30 polyvalent qui en 1*^ intjention repere tous les virus de la famiile de Thepatite responsables d'hdpatttes 
post transfusionnelies. Dans un 2* temps, on peut fairs une analyse plus fine en separant les cas anti- 
HBc-posttlfs qui sont dus au VHB des autres cas. II ne faut pas non plus meconnaftre Texistence 
d'Infections doubles. 

Pour la realisation d'un test susceptible de repdrer la classe IgM des anticorps antncapsidiques du 
35 VHB et des virus NANB 1 et 2 on fbce sur le support solide, par exemple une bllle de polystyrene des 
anticorps antMgM humaines d'origine animale (par exemple de mouton, lapin ou autres). Cette bllle va 
done repr6senter un pi^e pour toutes les IgM des scrums humains. SI on incube une telle bllle avec un 
serum, elle fixe les IgM circutants. Dans un 2* temps, on rajoute apres lavage une quantity fixee 
d'antigdne en roccurrence solt de TAg NANBcl, NANBe2 ou HBc ou un de leurs melanges le tout en 
40 dilution dans du serum humain normal. Apr^ Incubation de 16 k 24 heures k la temperature ambiante on 
lave. S'it avait des IgM qui ont une acUvite anticorps contra TAg considdr6, 11 y a eu attachement de i*Ag 
que Ton avalt raJout6. II reste alors k le reveler par addition d'un marqueur approprid, c'est-^hdtre un 
anticorps antl-NANBcl, anti-NANBc2, ou antl-HBc, ou un mdlange de ces anticorps, coupl§ k un traceur 
radloactif ou k un traceur enzymatique (par exemple le peroxydase, qui ensuite donne une reaction 
45 coioree lorsqu'elie est oxydde avec le periodate) et selon le cas on compte la radioactivity dans un 
compteur de radiation ou on appr§cie la positivite par la r§action coIor6e k Taide d'un photom^ qui la 
quantifie. 

On peut dgalement ddtecter des Ac anti-NANBc, avec un support sur lequel est fixe de TAg NANBc 
purifie, selon les mdthodes (sandwich ou competition) dicrites cl-dessus. 

so 11 est possible de r^aliser des tests spdeifiques pour chacun des Ag NANBd et NANBc2 mais 11 parart 
plus loglque d*env^ger la realisation d'un test unique pour 1^ deux plus fr&quentes Infectiorra k virus 
NANB. Pour cela on utilise un melange des deux Ag (NANBcl + NANBc2), fbce sur un support solide par 
mise en contact dans un tampon phosphate pendant une nuit d 4 Apr§s s6chage et lavage, les sites 
eventueiiement disponibles sur le support sont er^tte satures avec une solution proteique telle que 

55 I'hemoglobullne ou ralbumlne bpvine. Ije reacttf constltud par le support ainsi enduit d'Ag va servir k la 
realisation d'un test, par exemple selon la methode de competftion. 11 est incube par exemple avec 200 mJ 
de serum a tester pendant 1 h ^ 37 *C. Apr^s lavage on fait agir les Ac correspondants couples au traceur, 
par exemple les Ac antl-NANBc radloactifs. La fixation maximum de ces Ac tradult la liberte des sites 
NANBc sur le support et done que le serum etudie ne contenait pas d'Ac anti-NANBc Irrversement si on 

60 ot>serve une reduction de plus de 50 % du nombre de coups/minute de radioacth^ite par rapport k un 
temoin, e'est que le serum etudie contenait I'Ac antl-NANBc qui s'est fbce sur le support muni d'antigene 
en rendant eelui-cl inaccessible aux anticorps radioactlfs ulterieurement mis k son contact 

111. Detection des infections hepatlques k virus NANB ou analogues k I'aide de I'Ag NANBe ou de I'Ac 
$5 anti-NANBe. 
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L'int^rdt d'un tel systems provlent du fait que I'Ag NANBe est I'Ag le plus profond des virus. Cast un 
Ag de groupe commun aux membres de la famille des virus d'hepatite qu'ils sofent B ou NANBe. Une 
6tude des hepatites post transfusfonnelles, dans 6 centres differents : Lyon, Paris. Londres, Hannovre, 
Kiel, New York, a rev6l6 que la frequence de la detection de I'Ag NANBe au cours des hepatites post 

5 transfuslonneiles varialt de 60 & 100 % des cas avec une moyenne autour de 80 %. Compte tenu que la 
methode utilisee etait peu sensible (immunodiffusion) cela signifie que le systdme Ag/Ac NANBe utilise 
est quasi constant dans les hepatites NANB post transfusionneiles. Cect etait d'autant plus surprenant 
que Ton pouvait s'attendre a des variations epidemlologiques dans des souches de virus NANB distlnctes 
vu les regions tres differentes. II est en effet quasi demontre qu'll existe plusieurs types d'hepatltes NANB. 

10 Le fait que des virus de Thepatite NANB distlncts n'entrainent pas d'lmmunite croisee a conduit a 
penser que leurs antigenes d'enveloppe etaient differents mais pouvaient appartenir k la meme famille de 
virus ayant en commun le meme Ag NANBe. Ce phdnomfene a 6t6 d6montr6 pour le virus NANB, le virus 
HB ainsi que pour un virus de I'hepatite d'une autre esp§ce animate, celui de la marmotte puisque pour 
les 3 virus on peut mettre en Evidence Ag HBea ou une reaction croisee avec HBbs. Cette liypothese de 

15 I'existence de plusieurs virus NANB possedant un meme antigene de groupe NANBe a 6te confirm6e 
lorsque des inoculums entrainant des hepatites NANB d'incubations tres differentes et s'accompagnant 
de l6sions uttrastructurales et de particules distlnctes en microscopie electronique (souches H et F de 
SHllVIIZU) ont et^ inocul^es chez les chimpanzee (SHIMIZU, SCIENCE, 1980). L'dtude des serums des 
chlmpanz^s ainsi inocules avec ces 2 souches de virus NANB distlnctes a montre que I'Ag NANBe etait 

20 detectable chez les chimpanzes infect§s avec la souche F comme avec la souche H. La conclusion que 
i'Ag NANBe etait un Ag de groupe de famille des virus de I'hepatite regroupant des virus de Thomme tel 
que le VHB, ou les virus NANB de souches differentes H et F et meme le virus de la marmotte paralt done 
bien etablie. 

Ceci conf^re done un int6r§t exceptionnel h cet Ag NANBe pulsqu'll permet done a priori de 
25 dlagnostlquer tous les virus appartenant h ce mdme groupe. meme des virus NANB ou autres Hepa DNA 
virus non encore decouverts ou non encore apparus. L'interSt de Tantigenicite croisee entre le virus 
HBey3 du VHB et I'Ag NANBe du virus NANB n'est pas majeur pour le diagnostic des hepatites B 
puisqu'on dispose de tr^ bons reactifs specifiques pour la reconnaissance des hepatites i VI-IB. Par 
centre II n'en va pas de meme dans le cas des hepatites NANB pour lesquelles aucun test diagnosttque 
30 n'existait h ce jour. 

Les difflcultes de la 8§rologle NANB sent liees d I'existence frequente au cours des hepatites NANB 
d'antigenes qui ne sent pas d'origine virale mais lies a Thote et qui sont presents a la phase aigue de la 
maladie et induisent des anticorps. Ces Ag peuvent se rencontrer dans une pathologie et dans des 
conditions distlnctes de Thepatite NANB et sent h I'origine de nombreuses fausses reactions car ce sont 

35 des constltuants normaux qui peuvent s'observer dans de tr§s nombreuses circonstances cliniques avec 
atteintes du fole d'origine^ trbs diverses. 

Ces phenomenes parasites expliquent qu'aucun test diagnostique reposant sur t'utilisation d'Ae 
naturals selectionn6s chez I'homme n'a pu constituer le point de depart d'un test satisfaisant jusqu'd ce 
jour. C*est done une carecteristique essentielle de I'invention que de reposer sur rutlllsatlon d'Ag purifies 

40 et d'Ac animaux specifiques ou d'Ac humains monoclonaux ou polyclonaux de speciftclte satlsfaisante 
prepares par chromatographle d'afflnite aveC de I'Ag purifie. 

Obtention des reactifs : Ag NANBe et Ac anti-NANBe necessaires pour realiser le test. * 

45 La realisation d'un test specfflque pour I'Ag NANBe exige done 1) la purification de I'Ag NANBe, 

2) rimmunisation d'animaux afin d'obtenir des Ac specifiques de titre eieve et d'affinlte eievee, 

3) selection d'Ac monoclonaux ou polyclonaux monospeciflques. Grdce k c^ anticorps II est possible de 
realiser des tests de sensibilite variable croissants et specifique tels que I'immunodiffusion, la 
contreeiectrophorese et surtout le dosage radio Immunologique (DRI) et Immunoenzymatlque (EUSA). 

50 

Purification de I'Ag NANBe 

Deux methodes ont ete mises au point pour la purification de I'Ag NANBe : 

55 Premiere methods 

On prepare et purifie d'abord I'Ag NANBe a partir de foie infecte par un virus NANB. Sur I'Ag NANBe 
ainsi purifie on fait aglr un agent detergent fort, c'est-a-dlre un detergent ionique, en partlculier 
anionique, tel que le SDS. On opere generetement en presence d'un reducteur tel que le dimercaptoetha- 

60 nol pour llberer I'Ag l^lANBe. Cet Ag est alors utilise pour immuniser des animaux, par exemple des lapins 
pour obtenir des Ac ant^NANBe qui reagtssent en immunofluorescence pour detector I'Ag NANBe dans le 
noyau des hepatocytes infectes, ce qui eonflrme leur specificfte. Ces Ac specifiques peuvent itre utilises 
pour detectar I'Ag NANBe dans le serum par immunodiffusion et contreeiectrophorese. Cet AC purifie 
sert egalement de base a la realisation du reactif selon I'invention permettant d'effectuer un test de DRI 

65 drt en sandwich ou bien un test immunoenzymatlque qui sera detailie plus loin. 
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Deuxi^me m§thode 

L'Ag NANBe serlque peut egalement etre purifie par chromatographie d'absorption. On a d^ouvert 
que TAg NANBe avait en particulier une affinfte elective pour les gels d'heparine. Ceia a senri de base a la 
5 mise au point d'une purification selon ce principe : dans un 1" temps, le s^rum contenant TAg NANBe est 
applique sur une colonne de gel d'heparine ou il se fixe et on constate que TAg NANBe est retenu sur la 
coionne ; dans un 2* temps on realise r§lutlon et on recueille les fractions NANBe positives. 

Immunisation des animaux (lapins, cobayes) 

70 

On opdre par exemple par injections, faites en de multiples sites k cheque lapin de 300 m de 
solution antigenique titrant 1/16 en CEP. apr^ melange avec de Tadjuvant compiet de FREUND pour les 
2* injections et pour les suivantes, h 1 mois d'lntervalle, avec de I'adjuvant incomplet 

75 Obtention d'immuns serums monospdclfiques 

Selon une premiire technique, on laisse incuber 2 h i 37<>C (ou 24 h a + 4 K^) les immuns s6rums 
obtenus sur du sdrum humain normal, polymerise par traitement h la glutaraldehyde et sur du broyat de 
foie humain normal 6gaiement insolubilise par la glutaraldehyde. On rSp&te I'opdration jusqu'a 
20 disparition de toute reactivity contre des serums ou extrafts de fole normaux. Seule subsiste alors 
TactivitS anti-NANBe. 

Une autre voie d'obtention d'Ac monospecifique sera la preparation d'Ac monoclonaux selon la 
technique des hybridomes. 

Une quatrieme possibilite consiste k realiser une absorption selective des Ac anti-NANBe par 
25 chromatographie d'affinlte sur un support rev§tu d'Ag NANBe purifie, selon les methodes connues. 

Realisation du test pour I'Ag et I'Ac NANBe 

Ce systeme precipitant peut §tre d6tect6 notamment pour : 
30 — immunodiffusion (ID) 

— contre6!ectrophortee (CEP) 

— dosage radio immunoiogique (DRI). 

D'autres mSthodes classiques de ^erologie peuvent etre employees grace aux Ag purifies et Ac 
monospecifiques qui ont ete prepares, en particulier les tests d'hemaggiutination. ou bien les dosages 
35 Immunoenzymatiques. 

Avec le reactif de Tinvemlon. en fixant sur un support de I'Ag NANBe (ou de t'anticorps^nti-NANBe) il 
sera possible de detector I'Ac anti-NANBe (ou de l*Ag IWJBe) selon les mdthodes de sandwich ou de 
competition decrites ci-dessus. 

40 IV. Cas particulier de la detection des donneurs de sang susceptibtes de transmettre un virus de 
i'hepatite NANB, mats aussi tout autre virus apparente iHepa-DNA virus. 

A. Comme indlque cl-dessus dans ies generaiites il s'agit d'un probieme majeur par ses consequen- 
ces en raison : 

46 1) de la frequence du portage de ces virus par environ 3 & 10 % des donneurs de sang t)en6voles. et 
une proportion allant jusqu'a 35% pour ies donneurs remuneres et en pays d'endemte ; 

2) de ia gravite potentielle des hepatites NANB post transfusionnelles dont 50 % evoluent vers la 
chronicite avec finalement cirrhose du fole possible, et qui au total ont une morbldite et mortalite 
considerables. 

50 B. Une des caracteristiques de I'invention est d'avolr precise la possibilite de depister ies donneurs 
infectleux asymptomatiques par plusieurs tests serologiques specif iques pemtettant la detection de l*Ag 
NANBs, de i'Ag NANBe, et des Ac anti-NANBc/1 et 2, chacun des tests ayant son interet propre. 

C. Une deuxieme caracteristique de cette decouverte est la caracter^ation de la bloiogie et de la 
virologie des virus NANB, et la mise en evidence des differences tree variables du comportement des 

55 marqueurs viraux f4ANB s, e et c, et une evolution tr^s differente par rapport au virus HB. 

a) L'Ag NANBs est beaucoup moins abondant que dans les Infections a VHB par contre I'Ag NANBe 
lui est produit en quantltes egales sinon plus importantes que dans i'hepattte B, et souvent superieures k 
celles de i*Ag NANBs. Un test reposant sur I'Ag NANBe sera done plus sensible dans certains cas. 

b) Une autre caracteristique est le caractere fluctuant et recurrent mats heias chronique des 
60 infections NANB avec episodes de normalisation plus ou moins parfaite y compris des SGPT. On croit le 

sujet gueri puis 11 y a rechute. 1-es marqueurs NANBe et NANBs evoluent de fa^on se/nblable et 
disparatssent par episodes du serum : 

a) en partle parce qu'il y a des cycles de synthase avec des recrudescence et phases de 
quiescence, 

65 p) en partle car les Ag sont masques par tes Ac anti-NANBe et anti-NANBs sous forme de 
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wmplexes Ag/Ac.. c8UXK:i pouvant ^tre infectleux. Dans le cas de complexes immuns masquant les Ag 
NANB/3 et e, ou d'une brusque baisse de synthese. les Ac anti-NANBc h tftre eleve garderrt toute leur 
valeur pour reperer un donneur dangereux, C'est meme un de leurs Interets essentiels. 
^ MA..«^* " semble qu'inversement au virus HB il y art aussi des cas avec de grandes quantrtds d'Ag 
5 NANBe, et NANBs accessolrement, ou les antl-NANBc/1-2 sont h un tttre tr^ falble. 

Au total les constatations conduisent k penser que le test le plus performant pour la ddtectlon du plus 
grand nombre de porteurs de virus serait un test qui permettralt h la fois la detection des diff§rents 
marqueurs NANBs, NANBe et antl-NANBc. Un tel test est possible et nous aliens en donner le principe. 

10 Realisation d'un test mixte EUSA et DRI en phase solide selon le principe du sandwich pour la detection 
simultanee des Ag NANB/s et e et du principe de la competition pour les Ac anti-NANBc 

On fixe d'abord les Ac anti-NANBe et anti-NANBs sur la bilte qui pidgera done Ag NANBs et NANBe, 
on y rajoute en vue d'une phase ulterieure des Ac anti-NANBc/1-2, on vellle k ce que les Ac anti-NANBe 
15 soient aussi fortement anti-NANBc et on peut meme rajouter ceux-ci. 

Le reactif ainsi n§alis6 va etre mis a incuber avec le serum a tester. S'il y a des Ag NANBs ou NANBe 
ceux-ci vont se fixer On lave et on incube avec un melange d'Ac antl-NANB/s + e. marauds k un traceur 
(enzymatique dans le cas d'un test EUSA). 
On relfeve les cas positifs par photometrie. 
20 Si le s6rum est positif, II est infectieux et ne peut etre transfusd. On pourra analyser ulterieurement 
quel est TAg en cause. 

Si le serum est negatlf, ce n'est pas une preuve absolue quMI n'est pas infectieux, simplement 11 est 
possible que les Ag NANBe et s ne soient pas d^tectables au seuil de sensibilite du test ELISA tel qu'il est 
const ru it. 

25 Nous avons vu que ces Ag peuvent etre moins abondants en phase de quiescence ou blen etre 

masques, mais le sang et le serum restent infectieux. 

On recherche alors les Ac anti-NANBc de la fa5on survante. Au reactif qui porte les AC anti- 

NANBcA + 2, on rajoute une quantity ddterminee d'Ag NANBc/1 + 2 diiu^ dans du serum humain nomial. 

On rajoute ensuite le serum ou I'on veut detecter les Ac anti-NANBc/1 + 2, et des Ac antl-NANBc/1 + 2 
30 couples k un traceur redioactif, par exemple 1 125. Apr%s incubation, si le seaim a tester contient des Ac 

anti-NANBc/1 + 2, ceux-ci vont diminuer la fixation des Ac marqu6s du traceur sur le reactif auquel on a 

ajoute TAg NANBc/1 +2. 

Une reduction de plus de 50% au nombre de coups comptes par spectrom^tre Gamma permet de 

conclure que le serum teste est positif aux Ac anti-NANBc. 
35 On va aInsi k nouveau retrouver un certain nombre de serums infectieux marqu6s par la premiere 

ph^ du test, car le test sera calibre pour rep§rer les cas avec Tanti-NANBcn + 2 de titre superieur k 

1/500 signant I existence d'un vims en rfiplication active. 

Au total le test propose est un test en deux temps ou un double test, I'un dtant un lest 

immunoenzymatique, I'autre un test radioimmunologique. Dans le cas particulier d6crit ici, 
40 \a premiere phase est un test immunoenzymatique recherchant k la fois NANB/e et s selon la methode 

du sandwich, i9t 

la deuxidme phase est un test radioimmunologique recherchant les antl-NANBc/1 + 2 selon un 
principe de competition entre I'Ac k tester et TAc fixe au traceur. 
D. Construction d'un rSactif pour la detection du VHB et NANB. 
45 Un autre aspect important de I'invention est done la demonstration d'une reactivit§ crois6e entre les 
Ag des virus B et NANB maximum pour HBe/3 et NANBe, intenmediaire HBc et NANBcAl et 2, et tree faible 
mais non nulle pour HBs et NANBs (en Immunodiffusion avec Ac tr6s purifies). 

Ces reactivites croisees ne sont pas suffisantes avec les rfectifs commerciaux disponibles 
actuellemem pour le VHB (sauf exception) pour ddtecter le virus NANB. En particulier en ce qui conceme 
50 la reactrvite croisee maximum elle existe entre HBe/3 NANBe, mais pas avec HBe/1-2 qui representent la 
base des tests DRI commercialism jusqu'^ ce jour. 

Plusieurs tests pour le depistage simultan6 des virus B et NANB peuvent §tre congus. 
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Depistage simultane des Ag HBs NANBs et NANBe (test sandwich) 



a) On fixe sur le support solide les trois Ac anti-HBs, anti-NANBs, et anti-NANBe, en melange. 
On peut utiliser soit des Ac sp^cffiques d'anlmaux hyperlmmunis6s avec haute constante d'afflnft6, 

soit d^ Ac monoclonaux obtenus par la technique des hybridomes, soit des Ac humains polyclonaux 
rendus monospectfiques pour I'Ag voulu. 
60 SI on a soin de selectionner les Ac de classe \gM on peut augmenter la sensibility du test 

b) L'Incubatlon du serum k tester se fait de fagon standard. 

/.^h^«*^ ^ ^"^f^^ir ^ ^alement un melange des 3 Ac couples soit a 1,25 en DRI soit k une enzyme 
(phosphatase alcaline ou peroxydase) en EUSA. 

La encore, I'utilisation d'lgl^ monoclonaux de haute avidity et de sp§cificit6 voulue peut augmenter 
65 les perfomiances du test ^ owyniciuci 
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On effectue la revelation selon les techniques classiques. 

29 Autre reactlf pour la detection simultanee des Ag NANBs, HBs, NANBe et de TAc anti-NANBc 

5 On fixe sur le support sollde quatre Ac : antl-NANBs, anti-HBs, anti-NANBe et anti-NANBc/1 et 2. On 
met en contact avec une solution contenant de TAg NANBc dans du serum humaln normal puis avec le 
serum k tester et on ajoute des Ac anti-NANBc/1-2 marques par exempie k un traceur radloactif (l^as)- 
Apres lavage et reyelation, si plus de 50 % de TAc anti-NANBc radio-actif est f ixd au support c*est que le 
sdrum etait negatif pour les Ac anti-NANBc/1-2. 

10 On met ensuite le reactif au contact d'une preparation d'anticorps anti-HBs, antHMANBs et anti- 
NANBe couples h un traceur different de celul choisi pour la 1§re etape. done let enzymatique, 
peroxydase par exempie. 

Aprte lavage et revelation, si les Ac marquds sont fixes sur le support c'est que le serum a tester etait 
posftif pour Tun des Ag et done infectieux. 

15 Les exemples suivants lliustrent I'lnvention sans toutefois la limlter. 



Exempie 1 

Realisation d'un reactif avec i'Ac anti-NANBe. 



On utilise des billes de polystyrene commerciallsees par la Societe PRECISION PLASTIC BALL 
(U,S.A.). 

25 Les billes sont lavSes dans I'Sthanol pur avec agrtatton energique pendant une nuit k temperature 

amblante. Eiles sont ensutie levies a Teau dlstiilee et sechees en etuve a 37 

Au depart d'un serum reconnu positif k I'Ac anti-NANBe, on precipite les IgQ par addition d*une 

solution de sulfate d'ammonium a 33%. On purifie ensuite les gammaglobulines prScipitees par 

chromatqgraphie sur gel de DEAE Cellulose selon les metliodes connues de purification des gammaglo- 
30 buiines. Les fractions contenant les IgG sont diiuees dans un tampon tris 0,01 M de pH 7,2 jusqu'& une 

concentration de 50 p^/mL On iaisse incuber les billes dans la solution dituee, en agitant doucement. 

pendant 18 heures a temperature amblante. 

On s6pare les billes ainsi incubees puis on les fait Incuber dans une solution d'albumine bovine kS% 

en tampon phospliate 0,02 M glycocolle 0,3 M de pH 7,5. 
35 Apres Incubation pendant 4 heures k temperature amblante, en agitant doucement de temps en 

temps, on separe les billes, les lave k Teau dlstiilee et les seche k 37^. On peut ensuite les conserver k 

temperature de 4°C. 

Le rdactif cortstltue par les billes ainsi otnenues peut serviri la detection de I'antigene correspondent 
k i'anticorps fixe, selon une mthode dite « sandwich > qui est decnte cl-apres. 
40 Realisation du test « sandwich » pour la detection d'un antigene. 
|je principe du test est le suivant : 

On incube 200 p.1 de serum & tester avec une bille rsvetue comme precedemment, pendant 18 heures 
k temperature amblante. 

Ensuite on lave la bille a I'eau distlllee. 
45 On incube alors la bille dans 200 \iA d'un traceur radloactif pendant 4 heures a 37 °C. On lave la bille 
puis 'on effectue un comptage de radioactivite pendant une minute avec un spectrorndtre de radiations 
gamma type PACICARD par exempie. On procede par comparaison avec des serums temoins rsconnus 
negatifs k TAg NANBe. 

Les serums pour lesquels on observe un nombre de coups par minute deux fois superieur au nombre 
so de coups par minute observe pour les serums temoins negatifs, sont conslderes comme positifs, 
Le tracteur radloactif ^ prepare de la fagon sutvante : 

— des Ac anti-NANBe purifies sont marques avec Tiode radloactif par la chloramlne T qu'on dilue 
ensuite de fagon a obtenir entre 5.1(^ et 10^ CMP/200 ixJ (soit la quanttte que Ton applique sur une bille 
pendant la deuxieme incubation). 

55 Lje diluent a la formule suivante : 

— Tris HCI 0,01 M pH 7,5 

— NaNa 0,1 % 

— serum humaln normal (SHN) 10% 
~ serum de veau l=oetal (SVF) 50 % 

60 Le man^uage selon la methode decrite par GREENWOOD est realise par exempie de la fa^on 
suivante : 

On utilise 1,5 mCi d'iodure de sodium marque k I'iode radloactif, que i'on ajoute k 50 [H d'lgG 
(antlcorps anti-NANBe purifie) 4 1 g/I en solution dans un tampon phosphate 0,05 1^ pH 7,5. On ajoute 
ensuite la chloramlne T et te metabisulfite selon la methode de GREENWOOD. 
65 On passe ensuite la solution obtenue sur une colonne DOWEX 2X 8 000 (marque commerclale) de 
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diametre de gel 100-200 mesh. On utilise 3 ml de gel. On mcueille 3 ml d'eluat que Ton passe sur une 
colonne de SEPHADEX Q 25% (marque commerciale) (10 ml de gel). On r^cupere les cinq premiers 
millilitres elues aprte le volume mort de la colonne. lis contiennent rantlcorps marque a node radioactif. 

S Exemple 2 

Realisation d'un neactif pour les Ac antl-NANBc 

Purification des Ag NANBcl et NANBc^ (et HBc) 

10 

a) purification a partir du foie 

Un iiomogenat de foie est pr6par§ par broyage k partir d'un foie d'autopsie d'un malade d6c6de 
d*ii§patite NANS et dont le foie a dtd trouve posltif en immunofluorescence directe avec un anti-NANBc 

15 conjugue pour I'Ag correspondant NANBd ou 2. 

Le broyage est effectue en prfeente d'un tampon Tris HOI 0,05 M, pH = 7,6 + 0.25 M Sucrose + 0,006 
M Mg CI2, +0,025 M KCI. broyat brut est filtr6. L'homogenat ^ centrifuge 20 minutes a 4 000 g (+4 **C). 
I-e culot est resuspendu dans le meme tampon, iiomogeneise et centrifuge 20 minutes a 4000 g. Cette 
operation est rBCommand6e 2 fols. Le culot final est resuspendu dans un tampon Tris -HCI pH 7, 6. 0.05 

20 M + NaCI 0,15 1^ + detergent non ionique NP 40 0,1 % + p mercaptoethanol 0,02 % + pronase E (70 000 
PUK)g MERCK) a concentration finale de 0,1 %. 

Aprfes 1 heure § 37 °C et 1 nuit a +4 **C, on soumet a une centrifugation pendant 20 minutes & 10 000 
HPM. On §iimlne le culot. Le sumageant est centrifuge 16 heures ^ 27 000 RPM sur 10 ml d'un gradient de 
sucrose 10-20 % en tampon Tris-EDTA 1 mM + NaC1 1 M. Les culots sont repris dans CsCi (d = 1 ,22 g/cm^ 

25 en tampon Tris EDTA 1 0 mlVl + BSA 0,1 % (volume final : 5 ml) et on d6pose sur 28 ml d'un gradient de Cs 
C1 1,28-1,43 g/cm^, le tube est complete avec CsCf (1.18 g/cnr^ et centrifuge 40 heures +4 «^ et 25 000 
RPM. 

Le gradient est r6colt6 par le fond du tube en fractions de 1,2 ml qui sont dialysees apres lecture de 
rindex sur r§fractom§tre. Les fractions positives sont rassemblees et centrifugees sur coussin de sucrose 
30 10-20%. 

On peut proc6der ensulte a une nouvelle ultracentrifugation en gradient de sucrose. Les fractions 
concentrees sont mises sur un gradient continu de 15 a 55 % de sucrose prepare en tampon TSA (tampon 
Tris 0,05 Hcl pH 7, 6, 0,15 M NaCI et 0,02 % Na3) et uttracentrifugees pendant 18 heures a 24 000 t/mn a 4'> 
'dans le rotor SW27. 

35 Des fractions d'1.5 ml sont ensuite collectees k partir du bas du tube puis testees pour la DNA 

polymerase et pour les Ag NANBc. La density de cheque fraction est determines par I'Index de refraction 

dans un refractometre ABBE. Toutes les fractions sont consen^ees h 4^ 

C'est ce corps purvfie et/ou plutdt le melange des fractions ainsi obtenues pour NANBcl et NANBc2 

(ainsi que pour I'Ag HBc eventuellement) qui pourra etre utilise soit pour etre fixe diiectement sur une 
40 bille pour detecfer les anticorps antl-NANBc, soit pour etre rajoute dans un 2eme temps si on realise le 

test IgM. 

Purification des antigenes capsidlques NANBcl et 2 (ou hiBc) k partri du serum. 

45 Pour cela, on choisit un serum NANBe tr^s posltif provenant de donneurs de sang ou de malades et si 
possible de sujets immunodeprim6s tels que les hemodialyses et des leucemiques qui sont reputes pour 
avoir de grandes quantttes de virus circulant, ayant un titre tr^s eieve d'Ag NANBe par exemple 1/B en CEP 
ainsi que I'Ag NANBs, et surtout pour lesquels en faisant la reaction d'ADN pofymorase sur un culot 
d'uitracentrifugation du serum ainsi repere, on trouve une activite AON polyinerasB. Apr^ avoir ainsi 
50 identifie les sujete qui peuvent representor des source interessantes de virus complet. on obtlent chez 
eux une quantite importante de plasma ou serum preleve soit lors d*un don de sang, soit lors d'une 
plasmapherese sulvis de recalclfication du plasma. On precede ensulte a une ultracentrifugation. 

On commence en partant de 18,5 ml de serum qui sont ctarffies puis qui sont centrifuges a travera 20 
ml d'un gradient continu de sucrose 10-a) % sur rotor SWZ7, 20 heures a 25 000 RMP puis le culot obtenu 
55 est repris dans du chlorura de cesium. 

Les fractions sont recuperees a partir du bas du tube qui est perfore. On recueille des fractions de 0,5 
ml sur lesquslles on va mesurer rindex de refraction dans le refractometre ABBE i'activite ADN 
polymerase et I'Ag NANBs. On va seiectionner les fractions positives pour I'activite ADN polymerase si on 
s'assure en microscopie eiectronique qu'ell^ contiennent bien la particule virale complete k double 
60 membrane correspondant au virion complet 

Pour obtenir I'Ag NANBc qui est repr^nte par le centre de ces vin^ complets on reprend cette 
fraction et la recentrifuge, apres I'avoir melangee k 2 volumes de solution riche en partlcules virales 
completes avec 1 volume de detergent vendu sous la marque commerciale Nonitet P40 10% (Shell 
Comf^ny). sur un gradient 15-55 % de sucrose en tampon TSA comma decrit plus haut pour la purification 
65 a partir du foie. Les fractions ^nt t^ees pour I'activtte ADN polymerase et les Ag capsidlques NANBc par 
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CEP. Les fractions postttves en Ag sont r6cup§r^ et traitees comme decrit ci-dessus. Elles serviront a la 
preparation du rSactif. 

Realisation du reactif 

5 

a) test anti-NANBc simple 

Lavage des billes de polystyrene vierges (cf test HBC ci-dessus). 

b) couplage par adsorption de I'Ag NANBc sur les billes. Une solution en proportions convenables 
sott d'Ag NANBd ou 2 solt melangee k de TAg HBC est f ix6e sur les billes par incubation dans I'Ag par 

10 agitation 12 a 18 heures k temperature ambiante. 

c) saturation des billes, I'exc^ d'Ag apr^ couplage est elimin§ et sans lavage preatable on ajoute 
aux billes une solution tampon pH 7JS phosphate 0,02 M glycocolle 0.3 M albumine bovine 5 %. On incube 
4 heures k temperature ambiante, on agite doucement k intervailes reguliers. 

d) les billes sont levies a Teau distlll^e, elles sont s§ch§es ^ 37° et conservees a 4°. Ces billes 
75 couplees a I'Ag sont pretes a §tre utilisees pour la detection de Tanti^NANBc correspondent ou bien des 

differents anticorps anti-capsides. 

e) preparation du traceur : it s'agit d'anticorps anti-NANBcl. 2 et/ou anti-HBc. On prend 50 \l\ d'IgG 
avec I'acthrite anticorps choisie a 1 }tg/til dans du tampon phosphate k 0,05 M pl-l 7.5, soit 50 (ig de 
proteines. On dispose de 1,5 mCi de iodure de sodium contenant I 125. 

20 SO I de phosphate 0,5 M pH 7.5 sont melanges avec la chloramlne T et du metabisulfite selon la 

technique de Greenwood. 

A la fin du marquage, passage imm§diat sur colonne Dowex (marque commerclale 2 x 8 cm 0 100 a 

200 mesh (3 ml de gel). On recupdre 3 ml puis on passe sur colonne Sephadex Q 25 (marque 

commerclale) soit 10 ml de gel. Les 5 premiers ml apr^ le volume mort de la colonne sont recuper^s et 
25 contlennent I'anticorps marque a Tiode radioactif separe de I'iode llbre. Le traceur est dilu§ dans un 

diluant traceur (cf test HBe ci-dessus) pour Tanalyse d'une dilution dans ce milieu de fa9on k obtenir 

entre 500 000 et 1 000 000 de coups par minute pour 200 ^.L 

Rtoiisation du test proprement dit 

30 La bilie recouverte d'Ag NANBc est incub^e avec 200 iil de s§rum k tester pendant 18 heures k 
temperature ambiante. 

Ensuite an lave k l/eau distillee abondamment. 

On incube avec 200 ijU de traceur radioactif contenant done 500 000 ^ 1 000 000 de CPM, r incubation 

a lieu pendant 4 heures a 37° au bain-marie. 
35 On lave k nouveau comme precedemment decrit et on compte 1 minute dar» un spectrometre de 

radiation gamma Paclcard. 

Calcul des positifs ; II se fait par comparaison avec les r6suttats otytenus dans des scrums ndgatifs. 

Un s6rum est positif si le nombre de coups/minute est inferieur 50 % de celui obtenu pour la moyenne 

des scrums temoins negatifs soit une inhibition de plus de 50 % de la radioactivite. Au lieu d'utiliser un 
40 traceur radioactif, on peut utiliser un traceur enzymatique represents par un marquage des anticorps k la 

peroxydase (HRP), RZ 30 Boehringer Manrheim bH West Germany. Ce couplage est fait selon la mdthode 

de Nakane, Journal Histochemistry Cytochemistry, 22 : 1 084-1 091 (1974). 

Test pour la determination des anti NANBc IgM 

4$ 

Une bllle de polystyrene est couple inltlalement avec Tanticorps anti-IgM humaines, de mouton ou 
de lapin, ce sont les mimes conditions de couplage de la bille que pour les anticorps anti-NANBe (voir 
exemple 1). 

Ensuite avec 200 |U de serum dilute au SOOime dans un tampon 0.01 PBS pH 7.2 0.05 Tween-20 (PBS 
50 TW) on lave la bille. (Tween est une marque commerclale). 

On rajoute 200 |iJ d*une solution de sSrum humain normal contenant des antigines NANBcl, 2 et 
HBc separement ou ensemble. On Incube k nouveau 16 k 24 heures k la temperature ambiante. 

Nouveau lavage, nouvelle incubation avec le traceur dilue convenablement, incubation 4 heures k 
ZP, Lavage. 

55 Dans ce cas le traceur n'est pas simplement realist par le marquage des anticorps complets k I'iode 
radioactif, ii s'agit d'anticorps partiellement coupes que I'on appelle fragments F (abO 2 cecl afin d'eviter 
une reaction non specrfique avec le facteur rhumatoTde qui est une anti-IgM non speclfique de Thepatite. 
Done les anticorps anti-NANBc de classe IgG sont transformes en fragments F (ab') 2 par la methode de 
Rossi (Nature 223 : 837. 1969). 

60 Pour cela simplement les IgG sont digeres avec la pepstne (2700 ug/mg a pH 4.3 pendant 20 h) 
Taction est stoppee en ajoutant du Tris hydroxymethyl aminoethane a pH8. 

Les petits peptides et les fragments F (c') sont enleves par filtration sur gel sur Sephadex G50. Les 
IgG non digeres par Taction de la pepsins sort elimines par at^orptlon sur une colonne Immunoabsor- 
bante couplee a un articor^^ anti-Gamma F (c) humain couple a du Sepharose 4B par du bromura de 

65 cyanogene. 
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Preparation des anticorps anti-NANBc 

Les anticorps anti-NANBc 1 et 2 de titre tres elev6 peuvent etre solt obtenus chez des malades dont le 
s6rum apparait en immunofluorescence avoir des titres superieurs au 1/100eme en IF indirecte, soit chez 
5 des animaux Immunis6s avec les Ag NANBc 1 et 2. Ces anticorps peuvent soft §tre dlrectement conjugues 
au traceur radioactif ou enzymatlque, soit etre utilises pour fa preparation des fragments F (ab') 2. 
Inversement, on peut utiliser les Ag NANBcl NANBc2 purifies et immuniser das lapins ou cobayes avec 
ces antigenes comma d^crit pour la preparation des anti-NANBe k partir des Ag NANBe purifies. 

10 

Exemple 3 

Purification de i'Ag NANBs 
IS L'Ag NANBs peut etre purifle par exempfe de la fa^on sufvante. 

a) Cfioix des plasmas posrtifs pour f*antlg§ne t4MBs 

l-es sujets ayant 6t6 trouv6s porteurs d'antig^ne NANBe au cours de programmes de detectfon 
20 systematlque de cet antig§ne et de transaminases chez des donneurs de sang, ou bien a f'occasion de 
perturbations cfinique et/ou biologiques. h6patiques, en particulier. des transaminases (notamment TQP) 
ou des gammas glutamyl transpeptidases chez des consultants plus ou moins symptomatiques, sont 
egalement testes pour Tantigdne NANBs en immuno-diffusion et contre-electrophor^. 

Nous avons observe que 5% des donneurs de sang environ cmt des TGP 2 fois sup^rieure k la 
25 normale, 80 % de ces memes fndfvidus sont positlfs pour I' Ag NANBe et plus de 15 % pour I'Ag NANBs. Les 
sujets trouves porteurs d'un titr© suffisant d'antigene NANBs 1/4 ou 1/8 par contre-electrophordse si 
possible, font Tobjet d'un pref^vement de sang ou de plasma. Pour la preparation du vaccin on 
s'adressera de preference h des sujets apparemment sains, les perturbations h§patiques moderees 
signatees ci-dessus n'^tant pas ridhibitolres en elles-memes. 

30 

b) Purfficatfon de t'antigene NANBs par chromatographie sur gel de sepharose CL 4-B (Pharmacia, 
UPSALA, Suede) 

Une colonne de chromatographie est equilibree avec du tampon tris 0,05 M HCI 0,15 M, pH 7.6. On 

35 applique sur la colonne une fraction serique enrichie d'antigene l^fANBs (par une precipitation pr§alabl6 
au sulfate d'ammonium e 60% survie de diatyse centre te meme tampon), une telle fraction se 5 ml 
reagissant fortement pour rantfg6ne NANBs est pos6e sur la colonne. L'6lution se fait avec le mime 
tempon et fe ddbit est regie i 25 ml par heure. Des fractions de 5 ml sont coflectees et testees pour 
rantig6ne NANBs et pour fantigene NANBe en immunodiffusion et CEP. (contr^-electrophorese). 

40 L'analyse des fractions rscueillies Tait apparartre 5 pics de protdines par mesure de la densite optique 
a 280 nm. L'antigene fsiANBs est detect§ dans les premieres fractions, immediatement apr^s le volume 
d'exclusion de la colonne. C'est dans ces premieres fractions que Ton observe le tire le plus elev§ 
d'antig6nes NANBs, atteignant 1/32 en CEP. Les fractions ufterieures. ont un titne pfus bas. Et efles sont 
egatement posftfves pour I'antigene IMANBe. Les fractions i^Bs Xrbs positives sont r^unles et repass^es 

45 une nouvelle fois sur la colonne pour augmenter la quality de la separation. 

On reunit k nouveau les fractions f^Bs et on les concentre pour les soumettre eventuellement k des 
etapes de purfficatfon utterieures. On peut egafenrtent faire sufvre plusleurs series de colonnes 
differentes, en particulier avec le Sepharose® 6 200 SUPERRNE (Pharmacia) op I'Ag NANBs sort 
^sentiellement dans les 2eme et 3eme pics de proteines des fractions eiuees. 

so Uantlgene NANBs peut egalement etre isoie par uftracentrffugatlon en gradient de densfte de 
sucrose ou de chtorure de cesfum. 

II peut egalement etre purlfie par chromatographie d'affinite.Pour cela on peut utiliser divers - 
supports tels que le Sepharose, ou un support permettant une utilisation en « batch » au lieu de colonne 
comme ia lyrtAGNOQEL (marque commerciale) de I'lndustrie Bioiogique Fran9aise ; dans ce cas on incube 

55 les Ag antl-NANBs apres actuation du gel avec la glutaraldehyde pour rfialiser l'Immunoabsort>ant 

a) Preparation d'un immuno absortant sepharose* anti-N>^B3 : 

La fraction gammaglobulinique d'un serum trouve fortement positif en anticorps antf-NANBs est 
prepare par precipitation avec du suftate d'ammonium pH = 7 33 % de concentration finale. Le precipite 

60 est redissout en tampon 0,1 M NaHCOg et dialyse vis-^evis d'une sofution 0,5 M NaCI-0.1 M. NaHCOa. ^ 
concentration par rapport au serum de depart est de 3 fois. Les gammagiobulines anti-NANBs sont 
couplees a du Sepharose 4B (marque commerciale) active au bromure de cyanogene (4B CNBR- 
Pharmacia — UPSALA — Sufede), selon le precede decrit par CUATREC/VSAS et AFINSEN dans ANN. Rev. 
Biochem. 40 : 259, 1971. 7 g de sepharose 4B (marque commercial) active au CNBr sont mis a gonfier et 

65 sont laves sur un f iltre en verre avec une solution 0,001 M HCI pendant 30 minutes. Immediatement apr^ 
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lavage, le gel est metangi avec 200 mg de gammaglobullnes anti^NANBs en solution blcart)onatee et on 
aglte pendant 2 heures h temperature ambiante. 

Le gel est ensuite lave avec 600 ml de fa solution 0.1 M NaHCOs contenant 0,5 M NaCI, et traite avec 
50 ml d'une solution d*ethanolamine 1 M pH = 8 pendant 2 heures a 25 °C. 
5 Le S^pharose ainsl couple est uttdrleurement lave altematfvement avec un tampon IM NaCI, 0,1 M 
acetate, pH » 4 et un tampon IM NaCI, 0,1 M borate, pH - 8.4* Le dernier lavage est faft en tampon 0,1 M 
borate, pH = 8,4 contenant 0,5 M de Nad et 0,005 M d'EDTA. 

b) Dans un autre mode d'execution du precede on a utilise un Immuno at^sorbant MAGNOGEL 
(marque commerciale), active k la glutaraldehyde et couple avec les Immunoglobulines anti-NANBs. 
10 c) Isolement de Tanttgene NANBs : 

Une colonne de 2x 11 cm de Sepharose^ couplee k Tanti-NANBs est utilisee. La colonne est 
^uilibrge avec le tampon k temperature ambiante. On ajoute 25 ml de la solution concentr6e contenant 
de rantig§ne NANBs de titre eleve. Cette solution est diluee au demi avec le tampon et on laisse 1 heure a 
37 *>C pour favoriser I'adsorption. La colonne est ensuite placde ^ + 4 ^ et tav6e avec le tampon borate 
1$ jusqu'a ce que la denstte optlque des fractions devlenne nulle. Uantlgdne NANBs est elue de la colonne 
par un tampon phosphate 0,1 M, pH 103- 1-es fractions de 5 ml sont recueillies et la densite optique k 
280 nm mesuree. On ram6ne immediatement a un pH physiologique par addition NANBs et toutes les 
fractions positives sont r^unles et concentr§es par ultrafiltration sur fittre AMICON (marque commerciale) 
retenant toutes les protdihes ayant un poids moi^cuialre sup^rieure k 30 000. 
20 Toutes autres conditions de couplage et d'dlution en partlculier celles preconlsdes par le fabricant du 
S6pharose 4B CNBR peuvent etre utilisees pour cette methode de purification. (Sepharose est une 
marque commerciale) 

Example 4 

25 

Purification de I'Ag NANBe par la methode au gel d'hdparlne 

On selectionne des serums positifs en Ag NANBe en ID et en CEP. Apres filtration sur Millipore^ 
(diametre des pores 0,45 micrometres) pour clarification, on soumet k une ultracentrtfugation pendant 2 

30 heures k 300 000 g. On recueille les sumageants (fes culots peuvent etre utilises pour isoler les virus 
NANB recherch^s par I'activitd de DNA polymerase). 

On ajoute au sumageant une solution & 33 % de sulfate d'ammonium (SA) k raison de 0,5 vol. de 
solution de sulfate d'ammonium pour 1 volunie de sumageant pour une concentration en SA de 33 % afin 
de preclptter notamment les gammaglobullnes. On elimine le pr§clpite par centrifugatlon (on peut 

35 rechercher dventuellement dans ce precipit6 la presence d'anticorps anti-NANB). Au sumageant on 
ajoute du S A jusqu'i concentration de 70 % (en ajoutant du S A crlstalils^ k la solution & 33 %). On 
centrifuge, elimine le sumageant et reprend le culot par le liSA. On elimlne le sulfate d'ammonium par 
dialyse centre le TSA On v^rifle par CEP et ID que le prodult obtenu a un tItre satisfelsant en Ag NANBe. 
On chromatographle la fraction ainsl obtenue sur une colonne remplie par 200 ml d'heparine Ultragel 

40 IBF (marque commerciale pour une heparlne fbcee sur gel d'agarose) ^uilibree en tampon T1 (Iris 
0,05 M. NaCI 0,15 M. NaNg 0,02 %, CaCIs 0.025 M, pH 7,6). en deposant 5 ml de ladite fraction. On elue par 
le tampon T1 (100 ml environ) k faible debit (0.2 ml/minute) puis on lave (debit 1 ml/mlnute) avec 200 ml de 
Tl puis 100 ml de tampon T2 Ctris 0,05 M, NaCI 0.15 M, NaN, 0.02 %, EDTA 0,01 M, pH 7.6). et dllmine 
I'dluat On 6lue ensuite I'Ag NANBe par un gradient de solution aqueuse de chlorure de sodium dans le 

45 tampon T2 obtenu en ajoutant progr^sivement (0,5 ml/mlnute) une solution Tris 0,05 M EDTA 0,01 M 
NaCI 23 M dans un f lacon. muni d'un agltateur. contenant 300 ml de tampon T2. On collecte des fractions 
de 10 ml (50 fractions environ), en dvaiuant la concentration en NaCI au refractom^tre d'ABBE Les 
gradients allaient de 0.15 M ^ 1.2M NaCI. Les fractlors sont dialys6es contre du tampon TSA, puts 
reconcentrees par ultrafiltration (limits 10 000 daltons) a environ 1 ml On recherche la presence d'Ag 

50 NANBe par ID et CEP, qui est observee princlpalement dans les fractions correspondent & 0,3-0.7 M NaCI. 
On rdunit ces fractions et obtient ainsl une fraction purif lee d'Ag NANBe pouvant etre utilisee par exemple 
pour realiser un r^ctif selon Tinventlon destine k d^tecter la presence d'Ac-NANBe. 

Exemple 5 

55 

Obtentlon d'Ag NANBe au depart de I'Ag NANBe 

On utlll^ comme produrt de depart la fraction positive en Ag NANBe obtenue a I'exemple 2 a) apr§s 
ultracentrifugatton en gradient de sucrose ^ 4 ml de cette fraction on ajoute 1.33 ml de ^mercaptodtha- 
&) nol a 0,5 % et 1 ,33 mi de dodecyl sulfate de sodium (SDS) k 0J5 %. sort une concentration finale da 0,1 % en 
p-mercaptoethanol et 0,1 % en SDS. on laisse Incuber pendant 2 h 1^ a 37 «C. puis on dialyse pendant 
20 heures ^ + 4 ^ contre du tampon PBS. 

On obtient une fraction riche en Ag NANBe qui peut etre utilisee par exemple pour Immuniser des 
laplns. Pour cela on le fittre sur membrane millipore sterile 0J22 micron prealablement satur§e par le 
65 serum de lapin normal. 
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Exemple 6 

Proc6d6 de purification de I'antigene NANBs en partant de la proprfete antigenique croteee faible avec 

I'Ag HBs. 



Comme indfqui cWessus, [l exiato una antigdnlcitd croisie notable entre les virus NANB et HB en ce 
qui cont^me les Ag profonds : e et c. II existe dgalement una faible antigenicity crols^e non detectable 

10 par les reactlfs commerciaux y compris les DRI au niveau des Ag d'enveloppe des virus. Cette regie qui 
s'observe pour les virus de I'hepatrte de la marmotte et le VHB est dgalement vraie pour les virus NANB. 
Bien que faible. la reactivite croisee peut servir de preparation de I'Ag NANBs. 

On part de plasmas d'Ag HBs de tftre tr^ eleve supdrieur ou dgal a 10^ en DRi de sous-types ay et ad 
et posltlfs a I'Ag et Hbe. Ensuite, on purifie ces 2 types d'Ag HBs par les methodes classiques telles que 

IS decrltes en particuller dans Am. J. DIs. Children. 1972, p. 304. UAg HBs purifie de sous-type ay est utilise 
pour immunlser des lapins selon le schema d'immunlsation classique pour immuniser des iapins selon le 
schema d' immunisation classique dejd precite. Dans un 2§me temps, on va stimuler les lapins qui auront 
developpe des Ac anti-HBs (anti-ay) avec de THBs purifie ad. Le resultat est I'obtentlon d'Ac antl-a de titre 
eleve. On s'est apergu qu'un certain nombre de ces Ac anti HBs anti-a de tree haut titre dtaient capables 

20 de r6agir, vls^-vls des Ag NANBs en identite partlelle avec des Ac anthNANBs cf schema. Cecl montre 
qu'il y a une parentd emre la sp6cfficlte a de I'Ag HBs et I'Ag NANBs. Les anticorps anti-a. ainsi 
selectionnes, vont etre utilises pour reailser un grand nombre d'arcs de precipitation en contre- 
eiectrophorese classique sur plaque avec des Ag NANBs s6lectionnes comme pr6c6demment Indique. et 
bien sur negatifs pour I'Ag HBs. Les plaques de gelose de la contre-^lectrophorese sont lavees en tampon 

25 PBS puis dans de I'eau distillee en finale. Les lignes de precipitation sont decouples au scapel et un 
grand nombre sont reunies. homogeneisees et melangees a de I'adjuvant de FREUND. Ce melange Ag 
NANBs, Ac de lapin anti-HBs/antl-a va dtre utilts6 pour immuniser les lapins qui reaglront contre le seul Ag 
NANBs car les lapins ne reagissent pas contre leurs propres gammaglobulines. Aprfes simulation 
adequate des lapins. on reussit k obtenir chez certains d'entre eux une reponse anti-NANBs qui n'est plus 

30 anti-HBs. Ces Ac sont repris apr^s purification sur DEAE cellulose des IgQ pour realiser une 
chromatographie d'afflnite et celle-ci penmet k partir de fractions Ag NANBs de purifier cet Ag selon les 
precedes d§j4 decrlts. Le nouvel Ag NANBs de purete accrue ainsi pr§par§ est h nouveau utilisd pour 
immuniser les lapins qui serviront de source d'Ac antl-NANBs de plus grande puretS et de haute afflnite y 
compris grace k la selection de fractions Ac de classe IgM qui sont partlculidrement utiles dans la 

35 rialisation de tests sensibles visant k detecter TAg NANBs en DRI. 

LAg NANBs le plus purifie peut egalement etre utilise pour pr§parer des Ac monocionaux antl- 
NANBs par immunisation de souris puis fusion des lymphocytes spl^nlques avec des lymphocytes 
myelomateux selon la technique des hybridomes decrite par MILSTEIN et ses collaborateurs. La facuttd 
de produlre les Ac anti-NANBs par les clones ceilulalres qui seront s6lectlonn6s est falte par les tests 

40 d'immuno-f luorescence indirecte sur des sutsstrats de foie Ag NANBs ou bien par contre-diectrophorese 
ou precipitation DRI (avec des Ag NANBs et bllles k I'Ag anti-NANBs). 

La mdthode decrite id pour I'Ag NANBs peut etre egalement utillsee pour la purification des Ag 
NANBe en partem de ia reactivite croisee avec I'Ag HBe/3 et aussi pour I'Ag NANBc en partant de la 
reaction croisee avec HBC. Dans ces 2 cas on peut deje directement partir d'Ao-anti HBe/3 par exemple 

45 pour faire une premiere chromatographie d'affinite. sur un support couple aux antI HBe/3, permettant 
d'obtenir des fractions concentrees d'Ag IWIBe. 

En immunisant des lapins avec de I'Ag HBe^ les AC de lapins anti HBe/3 servant k preparer des lignes 
de precipitation avec Ag/lsiANBe. avec lesquelles on Immunrsera des lapins neufs et restlmulera des lapins 
ahtl-HBe/3. 

SO On peut aussi utillser ces meddles naturels d'hepatrte virale tels que ceux du chimpanze et de la 
marmotte en simplifiant les purifications car on travaille en systems homologue. 

1) On part de serum Ag HBs de chimpanze ay et ad. Le serum non purifie sert k hyperimmuniser de 
I'adjuvant Tanimal qui fera des Ac anti HBs/antl-a. 

2) Les lignes de precipitation anti-a/Ag NANBs (ou toute autre preparation d'Ag NANBs purifie) 
55 servant k stimuler I'animaL On obtient ainsi d^ Ac antl-NANBs. Pour le chimpanze on peut restimuler 

avec de I'Ag NANBs de chimpanze obtenu en transmettant du vims NANB k un animal ou en stimulam 
tout plasma de chimpanze Ag NANBs detecte chez des animaux natureilement ou experimentalement 
Infectes par le vims NANB. 

On peut faire la m§me operation avec I'Ag HBE/3 pour aboutir e des Ac anti-NANBe. 
60 Enfin au lieu d'utiliser le chimpanze on peut utiliser la marmotte. egalement natureilement intectee 
avec un virus WHV apparente aux virus B et NANB et ayant aussi des Ag. e. c, s qui croisent dans les 
memes preportions. 

Des marmottes sont hyperimmunisees en Ac ami-WHs ou Ac anti-WHe avec des Ag WHs et WHe 
purifies a partir de serum de marmottes. On stimule ensuite la formation d'Ac contre le determinant 
65 commun entre le virus WHV et NANB par les artifices decrits cWessus pour les Ag e. s ou c. 
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Exemple 7 

L'invention a ^atement pour objet la preparation d'Ac monoclonaux contre les determfnants 
communs aux Ag de surface des virus NANB et HB, en utilisant la propriete d'antigenicitS croisee avec les 
5 Ag correspondents du VHB. 

Le protocole general suivi peut etre celul de la preparation de tous les Ac monoclonaux ; voir par 
exemple « Monoclonal antibodies, Hybridomas : New dimension of biological analysis >, Kenneth Robert, 
MAOKEARN Thomas, BOCH Tol. K., Plenum Press, New York, t-ondon, 1980, p. 3 a 30. 

On stimule un animal successivement avec les Ags des virus de I'hepatite B et NANB, on verrfie que 
10 I'anlmal a bien ddveloppe des antlcorps centre VHB et VHNANB, on stimule k nouveau ledit animal pour 
injection d'un desdits Ags (par exemple Ag NANBs), puis, apr^s le temps necessaire pour {'elaboration de 
la rdponse antlcorps, on recueille des lymphocytes dudtt animal, les fusionne avec une lignee 
lymphocytaire myelomateuse, n§alise des cultures des hybrtdes obtenus, et sdlectionne par clonage les 
hybrides produisant des antlcorps h la fois anti-HBs et anti-NANBs. 
15 On immunise une sourte avec par exemple 5-15 microgrammes d'Ag NANBs partiellement purifie. 10 
h 20 Jours plus tard on stimule avec 5-15 microgrammes d'Ag HBs purffie. 

On s'assure 7-15 Jours plus tard que la souris a bien ddveloppe desAc anti-NANBs (verification faite 
par immunofluorescence sur une biopsie de foie avec Ag NANBs cytoplasmique ou membranaire ou bien 
par DRI comma decrft) mats aussi qu'elle a fait des Ac anti-HBs (verification faite en utilisant les reactifs 
20 commerciaux). 

Une formation d'anti-HBs acceieree confirme bien qu'il y a eu un effet de stimulation anamnestique 
vis-a-vis de determinants Ags communs aux Ag de surface des virus HB et NANB. 

On fait alors une troisi^me injection d'Ag NANBs. 48 heures plus tard on preleve la rate des souris et 
recueille les lymphocytes. Ceux-cl sont fusionnes avec une lignee lymphocytaire myelomateuse des 
25 souris, et des hybrides sont obtenus, de fa^on connue. On realise des cultures dans des microplaques de 
fagon connue, de ces hybrides. Quand les cultures se sont bien dtablles, on teste les surnageants de 
cheque puits de microplaque pour la presence d'Ac anti-HBs (par reactif commercial) et d'Ac anti-NANBs 
par immunofluorescence et/ou DRI. Les lymphocytes des putts produisant des Ac a la fois anti-HBs et 
anti-NANBs sont alors clones de fa^on connue. 
30 Les cultures sont k nouveau propagees. 

On s'assure. apres plusieurs repiquages si necessaire, que Ton a bien obtenu : 

a) des Ac monoclonaux provenant d'un seul clone de cellule par exemple exclusivement de la meme 
classe d'Immunoglobuline IgQ ou IgM, 

b) que ce clone produit bien des Ac k la fois anti-NANBs et anti-HBs. 

35 Les Ac sont diriges contra les determinants communs au VHB et au virus NANB. 

Les antlcorps ainsl obtenus sont alors fixes par couplage sur des billes de polystyrene, comma decrit 
cl-dessus. 

Le reactif unique ainsi obtenu permet de detecter aussi bien les Ags de virus HB que les Ags de virus 
NANB, de meme que les antlcorps conrespondants. 

40 

Exemple 8 

Purification de I'Ag h4ANBs, par chromatographie d'absprption sur heparlnogeL 

45 On seiectionne des serums positifs en Ag NANBs que Von concentre par precipitation au sulfate 
d'ammonium d 60%. Apres dialyse. la preparation concentree est chromatographiee sur une colonne 
contenant 200 ml d'heparf ne Uttragel (marque commerciate) IBF equilibre en tampon T| (voir exemple 4), 
avec un ecoulement lent de 0,2 ml/minute. La colonne est alors lavee avec 200 ml de puis par 100 ml de 
Tz (conforme exemple 4). On eiue ensurte I'Ag NANBs avec un gradient de NaCI dans le tampon obtenu 

so en ajoutant progressh^ment (0,5 ml/minute) une solution Trie 0,05 M EDTA 0,01 M NaCi 2.5 M dans un 
f lacon de 300 ml de T2. 

On recueille des fractions de 10 ml, les gradients en NaCI, allant de 0,15 M ^ 1,2 M etant mesures au 
refractometre d'ABBE. Les fractions sont diatysees contra du tampon ISA puis concentrees e 1 ml par 
ultrafiltration (itmlte 10 000 daltons). On recueille les fractions posithm en Ag NANBs, correspondent aux 
55 fractions 0,25-0.40 M et 0,60-030 M. Ces fractions a haute teneur en Ag NANBs sont suffisamment 
concentrees pour devenir reactlves dans le test de DRI pour I'Ag HBs, en raison de la faible reaction 
croisee mentionnee ci-dessus. 

La purification de I'Ag NANBs peut aussi etre effectuee comme decrit par KAPLAN, Vox Sanguinis. 
1978, Vol 35, p. 224-233. 

60 

Revendications 

1. Procede de preparation d'antigenes purifies de I'hepatite virale NANB, caractertee par le fait que 
65 Ton seiectionne des serums ou des extralts de foie dans lesquels on a reconnu la prince de virus 



20 




0074986 

NANB, que Ton precede k une uttracentrtfugation pour concentrer lesdits virus dans te culot de 
centrrfugation, que Ton recueille ledit culot et le trarte par un detergent non ionique, que Ton laisse 
Incuber pendant 1 k 24 heures environ k temperature comprise entre 0 et 37 **C, que Ton precede h un 
fractfonnement et rep^re les fractions contenant I'Ag NANBc purifle. selon les techniques connues, 

5 notamment les techniques bas6es sur la reaction antigene-antlcorps, isole les fractions contenant de TAg 
NANBc purtfie, puis que, si desire, on soumet lesdites fractions k Taction d'un detergent ionique, laisse 
incuber pendant 1 heure a 24 heures environ k tempdrature de 0 370C, et tsole VAg NANBe. 

2. Proc^e de preparation d'un antigene purifle de Thepatite virale NANB. caracterise par le fait que 
Ton s6lectlonne des serums posltifs pour I'Ag NANB d6sir§ (NANBe ou NANBs), on elimine les particules 

10 virales eventuellement prSsentes, par exemple par ultracentrifugation, on elimine les gammaglobulines 
selon les methodes connues, on concentre ledit Ag NANB. notamment par precipitation, puis on 
chromatographie les fractions concentr§es contenant I'Ag NANB d^ir§ sur un support sur lequel est fixe 
de Theparine, on dlue avec une solution aqueuse de chlorure de sodium de concentration croissante, 
recueille les eluats contenant I'Ag NANB deslr^, et elimine les sets selon les methodes usuelles. 

15 3. Precede de preparation d'antigenes purrfies de I'hepatite virale NANB, caracteris6 par le fait que 
Ton hyperimmunlse des animaux avec une fraction purifi^e en un antlgdne de I'hepatite B. que Ton utilise 
les gammaglobulines produites par les animaux hyperimmunises pour obtenir des lignes de precipitation 
avec des 36rums contenant un antigene NANB correspondant et exempts d'antig6ne HB, et que I'on 
utilise les gammaglobulines ayant donne des lignes de precipitation pour realiser les supports de 

20 chromatographie d'affiniti qui permettront de fixer et purifier ledit antigfene NANB. 

4. Reactif permettant le diagnostic de I'hepatite virale NANB ou permettant de reveler le stade 
d'eyolutlon de la maladie, caFact§risd par le fait qu'll comprend un support sollde sur lequel est fixe au 
moins un antigdne NANBc, NANBe ou NANBs et/ou au moins un anticorps sp^cifique anti-NANBc, anti- 
NANBe ou anti-NANBs. 

25 5. Reactif seion la ravendication 4. caracterise par le fait qu'il est constitu6 par un support sollde sur 
lequel est fixe au moins un antigdne NANBc, NANBe ou NANBs. 

6. Reactif selon la revendlcation 5. caract6ris§ par le fait qu'il contient. fixe sur le support solide. de 
I'antigene NANBc, 

7. Reactif selon Tune quelconque des revendicatlons 4^6. caract6rls6 par le fait qu'il contient, fix6 
30 sur la support solide, de I'antigene NANBs. 

8. R6actif selon I'une quelconque des revendlcartions 4 a 7, caracteris6 par le fait qu'il contient, fixe 
sur le support solide, de I'antlgdne NANBe. 

9. Reactif selon la revendlcation 5, caract6ris§ par le fait que sur ledit support sont flx6s d^ 
anticorps-antKgamma-globulines humaines) et que ledit antigene est presents separement et peut-dtre 

35 fixe par rintermediaire des anticorps correspondants du serum k tester s'lis ^nt presents. 

10. R§actlf selon la ravendication 9, caracteris6 par le fait que les anticorps anti-(gammaglobulines 
humaines) sont des anticorps anti-IgM humaines. 

11. Reactif selon la revendlcation 9, caracterise par le fait que les anticorps antKgammaglobulines 
humaines) sont des anticorps anti-IgG humaines. 

40 12. Reactif selon la revendlcation 4. caracterise par le fait qu'il est constitue piar un support sollde sur 
lequel est fixe au moins un anticorps specifique anti-NANBc, anti-NANBe ou anti-NANBs. 

13. Reactif TOlon la revendlcation 4. caracterise par le fait qu'll contient, fixe sur le support, de 
I'anticorps anti-NANBe et anti-NANBs, et de Tantigdne NANBc. 

14. Procede de recherche d'antigenes NANB ou d'antlcorps correspondants, caracterise par le fait 
45 que I'on recherche selon le cas, la presence d'un ou plusieurs antigenes ou d'un ou plusieurs anticorps 

dans un serum k tester, k I'aide du reactif de I'une quelconque des revendlcations 4 e 8 et 12, selon les 
techniques de « sandwich > et/ou selon ies techniques de « competition ». 

15. Precede de recherche d'antlcorps anti-NANB. caracterise par le fait qu'aprfes mise en contact du 
reactif de Tune quelconque des revendicatlons 9 611 avec le serum k tester, puis avec I'antigene purifie. 

50 on le met en contact avec un anticorps anti-NANB coupie k un traceur et que I'on determine, par une 
ruction de revelation, si I'anticorps couple k un traceur a'est fixe sur le support, auquel cas les 
gammaglobulines du serum a tester contenaient des anticorps contra le meme antigene que ledit 
anticorps couple au traceur. 

16. Precede de recherche d'antigenes NANBs et IWIBe. et de recherche d'antlcorps anti-NANBc, 
55 caracterise par le fait que I'on recherche a I'aide du reactif de la revendlcation 13, selon la technique 

sandwich ou la technique de competition, ces recherches etant effectuees I'une k I'aide d'un traceur 
radioactif, I'autre k I'aide d'un traceur enz/matlque. 



60 Claims 

1. Process for the preparation of purified antigens of viral hepatitis I^B, characterized by the 
selection of serums or liver extracts wherein the presence of NANB vims has been recognized, ultra- 
centrifugation to concentrate said viruses in the centrifugatlon base, the collection and treatment of said 
65 base by means of a non-ionic detergent, allowing to incubate during 1 to 24 hours approximately at a 
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temperature comprised between 0 and 37 *»C. fractionation and detection of the fractions containing the 
purified Ag NANBc using Icnown techniques, especially techniques which are based on the antigen- 
antibody reaction, isolating the fraction containing the purified Ag NANBc and then, if desired, subjecting 
said fractions to the action of an ionic detergent incubating during 1 to 24 hours approximately at a 

5 temperature of 0 to 37 «C. and Isolating the Ag NANBe. 

Z Process for the preparation of a purified antigen of viral hepatitis NANB. characterized by the 
selection of serums which are positive to the desired Ag fMANB (NANBe or NANBs), the removal of the 
virus particles which may be present e. g., by ultra centrifugatlon. the removal of the gammaglobulins by 
Icnown methods, the concentration of said Ag NANB, particularly by precipitation, then the chromato- 

10 graphy of the concentrated fractions which contain the desired Ag NANB on a support on which heparin 
is fixed, elution with an aqueous solution of sodium chloride in increasing concentration, collection of the 
eiuates which contain the desired Ag NANB, and removal of the salts by icnown methods. 

3. Process for the preparation of purified antigens of viral hepatitis NANB, characterized by the 
hyperimmunization of animals with a purified fraction of a hepatitis B antigen, the use of the 

15 gammaglobulins produced by the hyperimmunlzed animals to obtain lines of precipitation with serums 
containing a corresponding NANB antigen and without HB antigen, and the use of the gammaglobulins 
which have formed precipitation lines to create supports for affinity chromatography which will make it 
possible to fix and purify said NANB antigen. 

4. Reagent which malces it possible to diagnose viral hepatitis NANB or makes it possible to detect 
2a the stage of development of the disease, characterized by comprising a solid support on which is fixed at 

least one NANBc, NANBe, or NANBs antigen and/or at least one anti-NANBc. antl-NANBe, or antl-NANBs 
specific antibody. 

5. Reagent according to claim 4, characterized by consisting of a solid support on which Is fixed at 
least one NANBc. NANBe, or NANBs antigen. 

25 6. Reagent according to claim 5. characterized by containing NANBc antigen fixed on the solid 
support 

7. Reagent according to any one of claims 4 to 6, characterized by containing NANBs antigen fixed 
on the solid support 

8. Reagent according to any one of claims 4 to 7, characterized by containing NANBe antigen fixed 
30 on the solid support 

9. Reagent according to claim 5. characterized by fixation of antl- (human gammaglobulin) 
antibodies on said support and said antigen being present separately and the ability of said antigen to be 
fixed by conBsponding antibodies of the serum to be tested, if th^ are present 

10. Reagent according to claim 9, characterized by the fact that the antl- (human gammaglobulin) 
35 antibodies are anti-human IgM antibocties. 

11. Reagent according to claim 9, characterized by the fact that the antl- (human gammaglobulin) 
antibodies are anti-human IgQ antibodies. 

12. Reagent according to claim 4. characterized by consisting of a solid support on which is fixed at 
least one antl-NANBc, antl-NANBe, or antl-NANBs specific antibody, 

40 13. Reagent according to claim 4, characterized by the fact that It contains, fixed on the support anti- 
NANBe and anti-NANBs antibodies and NANBc antigen. 

14. Process for detection of NANB antigens or of corresponding antibodies, characterized by, 
according to the case, the searching for the presence of one or more antigens or one more antibodies in a 
serum to be tested, using the reagent of any one of claims 4 to 8 and 12, according to the « sandwich » 

45 and/or « competition > techniques. 

15. Process for detection of antl-NANB antibodies, characterized by contacting the reagent of any 
one of claints 9 to 11, after it was contracted with the serum to be tested and then with the purified 
antigen, with an antl4IANB antibody coupled with a tracer and tv determining by means of a detection 
reaction whether the antibody coupled with the tracer has become fbced on the support in which case the 

50 gammaglobulins of the serum to be tested contain antibodies against the same antigen as the antibody 
coupled with the tracer. 

16. Process for detection of NANBs and NANBe antiger^ and of antl-NANBc antibodies, charac- 
terized by using the reagent of claim 13, according to the sandwich technique or the competition 
technique, with these searcfres being carried out In the first case, using a radioactive tracer and, in the 

55 second case, using an enzyme tracer. 



Patentaispruche 

60 1. Veriahren zur Herstellung gereinigter Antlgene der NANB-VirushepatitIs, daduroh gekennzeich- 
net daB man Sera Oder t^berextrakte wahit in denen man die Anwesenheit von NANB-Viren festgestellt 
hat daB. man ultrazentrifugiert, um die Viren im Zentrifugenruckstand zu konzentrieren, daB man diesen 
Ruckstand gewinnt und mit einem nichtlontschen Detergens behandett daB man etwa 1 bis 24 Stunden 
bei einer Temperatur von 0 bis 37 ^ inkubiert daB man f raktioniert und festellt welche Fraktionen das 

65 gerelnlgte NANBc-Ag enthalten, wobei man gemifl bekannten Technlken veridhrt insbesondere den 
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Techniken, die auf der Antigen-Antikorperreaktion basieren. die das gerelnigte NANBoAg errthaltenden 
Fraktionen isoliert, dann, falls gewunscht, diese Fraktionen der Einwirkung eines ionischen Detergens 
unterwirft, etwa 1 bis 24 Stunden bei einer Temperatur von 0 bis 37 Inkubleren laBt, und das NANBe- 
Ag Isoliert 

5 2. Verfahren zur Herstellung eines gerelnigten Antigens der NANB-VirushepatHis, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS man Sera wahit, die positiv sind auf das gewunschte NANB-Ag (NANBe Oder NANBs), 
gegebenenfalls vorhandene virale Partikel entfemt, beispielsweise durch Ultrazentrifugieren, die y 
Qiobullne nach bekannten Verfahren elminlert, das NANB-Ag konzentriert insbesondere durch Ausfallen. 
dann die das gewunschte NANB-Ag enthaltenden konzentrierten Fraktionen an einem Trager, an dem 

10 Heparin fixlert ist, chromatographiert mit einer waBrigen Natriumchloridlosung mit zunehmender 
Konzentratlon eluiert, die das gewQnschte NANB-Ag enthaltenden Eluate gewinnt und die Saize nach 
ubilchen Verfahren eliminiert 

3. Verfahren zur Herstellung gerelnigter Antigene der NANB-Virushepatitis, dadurch gekenrizelch- 
net, daB man Tiere mrt einer gerelnigten Fraktion an eInem Hepatltls-B-Antlgen hyperimmunisiert, daB 

IS man die durch die hyperimmunlsierten Here erzeugten 7-Globuline einsetzt, urn mit den Sera, die ein 
entsprechendes NANB-Antigen enthalten und die frel von HB-Antigen slnd, Prazipitationsllnien zu 
erhalten, und daB man die 7-Globullne, welche zu den Prizipltatlonsllnien gefuhrt haben. zur Herstellung 
der Trager fur die Affinitfitschromatographie venwendet welche die FIxierung und Reinlgung des NANB- 
Antigens ermdgllchen. 

20 4. Reagenz. mit dem die NANB-Vlrushepatltis diagnostiziert warden kann oder das es ermoglicht, 
das Entwicklungsstadlum der Krankheit festzustellen. dadurch gekennzeichnet, daB es einen festen 
Triger aufweist, auf dem mlndestens ein NANBc-. NANBe- oder NANBs-Antigen und/oder mindestens ein 
Anti-NANBc-, Antl-NANBe- oder Antl-NANBs-spezifischer-Antikorper fixlert 1st. 

5. Reagenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB es aus einem festen TrSger besteht auf 
25 dem mindestens ein NANBe-, NANBe- Oder NANBs-Antigen fixiert ist. 

6. Reagenz nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB es NANBc-Antigen enthatt, das auf den 
festen Trager fixiert ist. 

7. Reagenz nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB es NANBs-Antigen 
enthatt, das auf dem festen Trager f bciert Ist. 

30 8. Reagenz nach einem der Anspruche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB es NANBe-Antigen 

enthalt das auf dem festen Trdger fixiert ist 

9. Reagenz hach Anspruch 5, dadurch gekenrceichnet daB auf dem Trager AntKhuman-Gammaglo- 

buline)-Antik6rper fixlert sind und daB das Antigen abgetrennt davon vorhanden ist und mlttete der 

entsprechenden Antlkorper des zu testenden Serums fixiert werden kann, falls diese vorhanden slnd. 
35 10. Reagenz nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die AntKhuman-Gammaglobullne)- 

Antikorper Antl-human-lgm-Antikorper slnd. 

11. Reagenz nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB die AntHhuman-Qammaglobuline)- 
Antlkorper Anti-human-lgQ-Antlkorper sind. 

12. Reagenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB es aus einem festen Trager besteht, auf 
40 dem mindestens ein Anti-NANBc-. Antl-NANBe- oder Anti-NANBs-spezifischer-Antlkdrper fixlert ist 

13. Reagenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet dafl es auf dem Trager fixiert Antl-NANBe- 
und Antl-NANBs-Antikorper und NANBc-Antlgen enthalt 

14. Verfahren zum Auffinden von NANB-Antigenen oder entsprechenden Antlkdrpem, dadurch 
gekennzeichnet daB man mit Hllfe des Reagenz nach einem der Anspruche 4 bis 8 und 12 gemaB den 

45 « sandwich »- und/oder « kompetltfven » Techniken Jewells feststellt ob ein oder mehrere Antigene oder 
ein Oder mehrere Antlkorper Im Testserum vorhanden ist (slnd). 

15. Verfahren zum Auffinden von AnthNANB-Antikorpem, dadurch gekennzeichnet daB man das 
Reagenz nach einem der Anspruche 9 bis 11, nachdem man es mit dem Testserum und dann mit dem 
gerelnigten Antigen In Kontakt gebracht hat mit einem an einen Tracer gekoppelten Anti-NANB- 

50 Antlkorper In Kontakt bringt und daB man mittels einer Entwicklungsreaktion feststellt ob der an einen 
Tracer gekoppeit Antlkorper an dem Trager fixiert ist, wobei in diesem Fall die rGlobullne des 
Testserums Antlkorper gegen dasselbe Antigen wie der an den Tracer gekoppelte Antlk6rper enthalten. 

16. Verfahren zum Auffinden von NANBs- und NANBe-Antlgenen und zum Auffinden von Antl- 
NANBc-Antikorpem, dadurch gekennzeichnet, daB man das Verfahren mit Hilfe des Reagenz nach 

55 Anspruch 13 gemaB der Sandwich-Tecknik Oder gemaB der kompetltlven Technik durchfuhrt wobei man 
einmal einen radloakth^en Tracer und das andere Mai einen enzymatischen Tracer einsetzt. 
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